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1. Einleitung
1.1 STAT-Familie
Bei vielzelligen Organismen ist ein st￿ndiger Informationsaustausch zwischen
verschiedenen Geweben und Organen erforderlich, damit jede Zelle flexibel
an den jeweiligen physiologischen Zustand angepasst werden kann. Die
Kommunikation zwischen den Zellen wird durch Zytokine und andere
Signalmolek￿le vermittelt, die durch Bindung an zellul￿re Rezeptoren die
Aktivierung verschiedener Signaltransduktionswege ausl￿sen und so die
Proliferation und Differenzierung von Zellen steuern. Metazoen haben die
multifunktionellen STAT-Proteinen entwickelt, die als Signal￿bermittler und als
Transkriptionsfaktoren agieren k￿nnen. Es handelt sich um latente
Transkriptionsfaktoren, die bei Bindung von Zytokinen und
Wachstumshormonen an ihre Transmembran-Rezeptoren aktiviert werden
und in die Regulation der Genexpression eingreifen k￿nnen. STAT-Proteine
sind an der Regulation unterschiedlichster biologischer Programme beteiligt,
wie z. B. Embryonalentwicklung, Organbildung und Immunit￿t (O’Shea et al.,
2002). In S￿ugern wurden insgesamt 7 verschiedene, strukturell sehr ￿hnliche
STAT-Proteine STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b und
STAT6 gefunden. W￿hrend STAT3 und STAT5 in den meisten Zelltypen
vorkommen und durch verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren
induziert werden, haben die anderen STAT-Proteine eine spezifische Rolle
bei der Immunabwehr (Akira, 1999). STAT1 und STAT2 sind Signal￿bertr￿ger
der Interferon-Antwort. STAT4 und STAT6 vermitteln die durch IL-12 bzw.
durch IL-4 und IL-13 induzierte Genexpression, die beispielsweise die
Polarisierung von naiven Th-Zellen zu Th1 bzw. Th2 Zellen reguliert.1. Einleitung
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1.2 Biologische Funktionen von STAT5
Es gibt zwei sehr verwandte STAT5-Gene STAT5a und STAT5b.
Beide Gene werden in den meisten Geweben exprimiert. Die STAT5-Proteine
STAT5a und STAT5b werden durch Stimulation mit verschiedenen Zytokinen
und Wachstumsfaktoren aktiviert, z. B. durch Zytokine der IL-2- und der IL-3-
Familie, Wachstumshormon und Prolaktin. Sie haben eine wichtige Funktion
bei der Regulation der Proliferation und Differenzierung von
h￿matopoietischen Zellen: Sowohl bei Stammzellen als auch bei myeloiden
Vorl￿uferzellen vermittelt STAT5 den anti-apoptotischen und
wachstumsstimulierenden Effekt von Zytokinen (Kieslinger et al., 2000; Snow
et al., 2002). Au￿erdem wurde eine Funktion bei der Differenzierung von Th2-
Zellen beschrieben (Kagami et al., 2001).
Trotz der strukturellen und funktionellen ˜hnlichkeiten der beiden STAT-
Proteine gibt es spezifische Funktionen. STAT5b vermittelt den durch
Wachstumshormon induzierten Geschlechtsdimorphismus und reguliert die
Expression von geschlechtsspezifischen Genen in der Leber (Teglund et al.,
1998). Die molekularen Ursachen f￿r die verschiedenen biologischen Effekte
von STAT5a und STAT5b sind noch nicht vollst￿ndig aufgekl￿rt. Zweifellos
beeinflussen gewisse strukturelle Unterschiede in der STAT5-
Transaktivierungsdom￿ne oder feine Unterschiede in der DNA-Bindungs-
Affinit￿t der STAT5-Dimere die Genregulation. Au￿erdem wurde postuliert,
da￿ der Zelltyp-spezifische Expressionslevel der STAT-Proteine ebenso f￿r
diese Effekte verantwortlich ist (Grimley et al., 1999).
Die bekannteste Funktion von STAT5a und STAT5b besteht in der durch
Prolaktin-Stimulation induzierten terminalen Differenzierung der Brustdr￿se
und der Bildung von Milchproteinen w￿hrend der Schwangerschaft, z. B. von
β -Kasein, Whey acidic Protein (WAP) und β -Lactoglobulin (Liu et al., 1995;
Wakao et al., 1992). In dieser Arbeit wird die Prolaktin-induzierte Expression
des β -Kasein-Gens als Modellsystem f￿r die Untersuchung der STAT5-
vermittelten Genexpression verwendet.1. Einleitung
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1.3 Biologische Funktionen von STAT6
STAT6 wird durch Stimulation mit IL-4 und IL-13 aktiviert. Beide Zytokine
steuern die humorale Immunabwehr. Die Eliminierung von extrazellul￿ren
Pathogenen wird durch die Aktion verschiedener Immunzellen und Zellen aus
anderen Geweben, wie z. B. Lunge und Darm bewerkstelligt; diese Prozesse
werden von Th2-Zellen koordiniert. Die Funktion von STAT6 bei der
Regulation dieser Prozesse wurde durch Studien mit STAT6 -/- M￿usen
untersucht (Kaplan et al., 1996; Shimoda et al., 1996; Takeda et al., 1996):
STAT6-Knockout-M￿use entwickeln keine Th2-Antwort nach einer Infektion
mit extrazellul￿ren Parasiten. Die IL-4-induzierte Proliferation und
Differentierung von Th2-Zellen ist gest￿rt. B-Zellen ohne STAT6-Gen haben
einen Defekt in der IL-4-induzierten Expression von CD23 und MHC-Klasse II,
welche die Bindung bzw. Pr￿sentation von Antigenen vermitteln. Au￿erdem
fehlt in den M￿usen die charakteristische Bildung von IgG1 und IgE nach dem
Kontakt mit Nematoden. IgE vermittelt die Aktivierung von Mastzellen und
Eosinophilen durch Antigene; beim Kontakt mit Antigenen sch￿tten diese
Zellen Mediatoren aus, welche verschiedene physiologische und anatomische
Ver￿nderungen ausl￿sen, die zu einem Ausschlu￿ der Parasiten aus dem
K￿rper f￿hren sollen, n￿mlich Entz￿ndung, Juck- und Hustenreiz, Tr￿nenflu￿,
Verengung der Atemwege, Schleimbildung, Erbrechen und Durchfall (Sutton
und Gould, 1993; Corry, 2002).
Der Klassenwechsel von Antik￿rpern wird durch Rekombinationsereignisse in
den Genen, die f￿r den konstanten Bereich der schweren Kette der Antik￿rper
kodieren, vollzogen. Die Transkription des GL (Keimbahn) ε  Transkripts, einer
nicht kodierenden Region, die vor dem Exon 1 im Cε -Locus liegt, ist
Voraussetzung f￿r die DNA-Rekombination und damit den Klassenwechsel
zum IgE-Isotyp. Die Aktivierung des GL ε  Promotors wird durch STAT6 und
NFκ B induziert (Linehan et al., 1998). STAT6 reguliert in Lungenepithelzellen
die Expression von Chemokinen, die die Rekrutierung von Th2-Zellen und
Eosinophilen in die Lunge vermitteln (Mathew et al., 2001).1. Einleitung
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1.4 Bedeutung von STAT6 bei pathologischen
Ver￿nderungen
Asthma ist eine chronische Krankheit, die durch Verengung und
Entz￿ndungen der Atemwege sowie Airway-Hyperresponsiveness (AHR)
gekennzeichnet ist. Bei atopischen, asthmatischen Erkrankungen liegt ein
erh￿hter Serum-IgE-Spiegel vor, Eosinophile werden verst￿rkt in die Lunge
rekrutiert und erh￿hte Mengen Schleim produziert. Die Pathogenese von
Asthma l￿￿t sich auf eine Polarisation der Immunantwort auf einen Th2-
Ph￿notyp zur￿ckf￿hren. Die Population der Th2-Zellen in der Lunge ist
vergr￿￿ert, dies f￿hrt zu einer verst￿rkten Produktion der Th2-Zytokine IL-4,
IL-5 und IL-13 sowie einem erh￿hten IgE-Titer, was letztlich die
pathophysiologischen Prozesse hervorruft (Brombacher, 2000).
Die Beteiligung von STAT6 bei diesen Prozessen wurde durch das Studium
von  STAT6 -/- M￿usen belegt: STAT6 ist notwendig f￿r die AHR-Antwort, die
Schleimbildung sowie die Rekrutierung von Eosinophilen in die Lunge
(Akimoto et al., 1998; Kuperman et al., 1998). Diese Studien zeigen, da￿
STAT6 ein zentraler Faktor bei der Pathogenese von Asthma ist. Daher wurde
postuliert, da￿ die Inhibition des IL-4/STAT6-Signalweges die Symptome
asthmatischer Erkrankungen lindern k￿nnte (Foster, 1999; Grunewald et al.,
1998; Tomkinson et al., 2001).
Eine neuere Studie berichtete, da￿ in Hodkin- und Reed-Sternberg (HRS)-
Zellen von Hodkin-Lymphoma konstitutiv aktives STAT6 vorliegt (Skinnider et
al., 2002). Dies l￿￿t sich auf eine autokrine Stimulation durch IL-13
zur￿ckf￿hren, das ein wichtiger Wachstumsfaktor dieser HRS-Zellen ist
(Skinnider et al., 2001). Somit ist STAT6 ein Angriffspunkt f￿r die Therapie
dieser Leuk￿mie (Skinnider et al., 2002).
STAT6-defiziente M￿use haben eine st￿rkere anti-Tumor-Immunit￿t gegen
verschiedene prim￿re und metastasierende Tumore als Wildtyp-M￿use
(Kacha et al., 2000; Ostrand-Rosenberg et al., 2000). Die spontane
R￿ckbildung von Tumoren l￿￿t sich vermutlich mit einer h￿heren Menge von
zytotoxischen T-Zellen erkl￿ren, die in den STAT6 -/- M￿usen gefunden
wurde. Daher wurde postuliert, da￿ die pharmakologische Inhibition von
STAT6 in vivo einen positiven Einflu￿ auf die Tumor-Abwehr hat.1. Einleitung
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1.5 Struktur der STAT-Proteine
Die STAT-Proteine haben einen charakteristischen Aufbau aus verschiedenen
funktionellen Dom￿nen (zusammengefa￿t in Hoey und Schindler, 1998):
DBD SH2
Y
TAD N-term Linker Coiled coil
Abb. 1-1 Schematischer Aufbau der STAT-Proteine
Die aminoterminalen Dom￿ne (N-term), die Coiled coil-Dom￿ne, die DNA-Bindungsdom￿ne
(DBD), die SH2-Dom￿ne, das konservierte Tyrosin und die Transaktivierungsdom￿ne (TAD)
sind eingezeichnet.
Die aminoterminale Dom￿ne ist wichtig f￿r die Tetramerbildung von STAT-
Proteinen. Die sich daran anschlie￿ende Coiled coil-Dom￿ne fungiert als
Proteininteraktionsdom￿ne. Die DNA-Bindungsdom￿ne (DBD) hat eine
Immunglobulin-￿hnliche Struktur. Die Linker-Dom￿ne verbindet die DBD mit
der SH2-Dom￿ne. Die SH2-Dom￿ne, die die Bindung von phosphorylierten
Tyrosinen vermittelt, ist am meisten konserviert. Sie erm￿glicht die Bindung
an den jeweiligen Zytokin-Rezeptor und die STAT-Dimerisierung. Direkt im
Anschlu￿ an die SH2-Dom￿ne befindet sich ein konserviertes Tyrosin, was
bei der Aktivierung der STATs phosphoryliert wird. Am carboxyterminalen
Ende liegt die Transaktivierungsdom￿ne (TAD), welche sowohl im Bezug auf
die L￿nge als auch auf die prim￿re Aminos￿uresequenz bei den
verschiedenen STAT-Proteinen erheblich variiert.
1.6 JAK/STAT-Signalweg
Die Signal￿bertragung von der Zytokin-Stimulation bis zur Aktivierung der
STAT-Proteine ist in Abb. 1-2 schematisch dargestellt (Kisseleva et al., 2002):
Die Bindung von extrazellul￿ren Polypeptidliganden (Wachstumsfaktoren,
Hormone und Zytokine) an ihre Transmembran-Rezeptoren f￿hrt zur
Rezeptordimerisierung und zur Autophosphorylierung von Rezeptor-
assoziierten JAK-Kinasen. Die aktivierten JAK-Kinasen phosphorylieren
wiederum konservierte Tyrosine des Rezeptors und schaffen so eine
Bindestelle f￿r die SH2-Dom￿ne der STAT-Proteine.1. Einleitung
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Die JAK-Kinasen phosphorylieren die Rezeptor-gebundenen STAT-Molek￿le.
Dies induziert die Dimerisierung der STAT-Proteine, wobei die SH2-Dom￿ne
des einen Monomers mit dem konservierten phosphorylierten Tyrosin des
anderen STAT-Molek￿ls interagiert. STAT-Dimere translozieren in den
Zellkern, binden an ihre Bindungs-Elemente (GAS-Elemente) im Promotor
von Zielgenen und regulieren die Genexpression.
Abb. 1-2 Schematische Darstellung des JAK/STAT-Signalwegs.
Nach Bindung des Liganden an den Rezeptor werden Rezeptor-assoziierte JAK-Kinasen
aktiviert und vermitteln die Phosphorylierung der STATs. Aktivierte STATs dimerisieren und
translozieren in den Kern, wo sie an GAS-Elemente im Promotor von Zielgenen binden und
die Regulation der Genexpression beeinflussen (modifiziert nach Schindler, 2002).
1.7 Regulation der Genexpression
1.7.1 Basale Transkription
Die Expression Protein-kodierender Gene wird haupts￿chlich auf der Ebene
der Transkriptions-Initiation reguliert. Der Aufbau des Pr￿initiationskomplexes,
der aus der DNA-Matrize, der RNA-Polymerase II und 5 sogenannten
generellen Transkriptionsfaktoren besteht, stellt hierbei den limitierenden
Schritt der Initiation dar. Somit bestimmt die Bindung der generellen
Transkriptionsfaktoren und der RNA-Polymerase II an den Promotor die
H￿ufigkeit der Initiationen, d. h. die Promotorst￿rke.
Die sogenannte basale Transkription kann in vitro mithilfe von gereinigten
Faktoren und einer nicht in Chromatin verpackten DNA-Matrize dargestellt
werden (Orphanides et al., 1996; Reinberg et al., 1998; Woychik and
Hampsey, 2002): Die Initiation wird durch die Bindung der TBP-Untereinheit
von TFIID an die TATA-Box im Promotor gestartet.
Zytoplasma
Zellkern
Zytokin
Rezeptor1. Einleitung
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Danach folgt die Rekrutierung von TFIIB und einem Komplex aus TFIIF,
TFIIE, TFIIH und der nicht-phosphorylierten RNA-Polymerase II. Nach dem
Aufschmelzen der Promotor-DNA und der Transkriptionsinitiation wird der
carboxyterminale Schwanz der RNA-Polymerase phosphoryliert. Dies
erm￿glicht die Freigabe des Promotors und den ￿bergang in die
Elongationsphase der Transkription.
Obwohl die generellen Transkriptionsfaktoren f￿r die Initiation der basalen
Transkription in vitro ausreichend sind, werden f￿r die Transkription von in
Chromatin verpackten Genen weitere Faktoren gebraucht. Die
transkriptionellen Aktivatoren bestimmen, welche Gene angeschaltet werden
sollen, indem sie an bestimmte Erkennungssequenzen in Promotoren von
Zielgenen binden. Die Koaktivatoren binden selbst nicht an DNA, werden aber
von den Aktivatoren an die jeweiligen Promotoren rekrutiert. Sie integrieren
die regulatorische Information verschiedener  Aktivatoren und geben sie an
den Transkriptions-Apparat weiter.
1.7.2 Koaktivatoren
1.7.2.1 Bedeutung von Koaktivatoren
Koaktivatoren haben einen modul￿ren Aufbau aus verschiedenen Dom￿nen,
die multiple Interaktionen mit anderen Proteinen vermitteln oder enzymatische
Funktionen tragen (McKenna et al., 1999). Die Funktionsweise der
Koaktivatoren besteht darin, da￿ sie den Aufbau des Pr￿initiationskomplexes
f￿rdern und so die Transkription stimulieren k￿nnen. Koaktivatoren erh￿hen z.
B. die Zug￿nglichkeit der Promotor-DNA f￿r generelle Transkriptionsfaktoren,
indem sie die Chromatinstruktur ver￿ndern. Dies geschieht ￿ber Histon-
Modifikationen, wie Acetylierung und Methylierung oder in einer ATP-
abh￿ngigen Weise. Au￿erdem rekrutieren sie aktiv verschiedene
Komponenten des generellen Transkriptionsapparats an den Ziel-Promotor
und f￿rdern so die Bildung des Pr￿initiationskomplexes. Der mehrstufige
Proze￿ der Initiation der Genexpression erfordert in den einzelnen Phasen die
Aktion verschiedener Koaktivatoren (Lemon and Tjian, 2000; McKenna et al.,
1999).1. Einleitung
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H￿here Organismen haben Koaktivatorfamilien mit verschiedenen Mitgliedern
entwickelt, die untereinander strukturell sehr ￿hnlich sind, aber spezifische
Funktionen aus￿ben k￿nnen. Die hoch konservierten Koaktivatoren p300 und
CBP werden von verschiedenen Transkriptionsfaktoren rekrutiert. Sie haben
redundante aber auch spezifische Funktionen (Kawasaki et al., 1998) und
werden im folgenden kollektiv als p300/CBP bezeichnet. p300/CBP besitzt
intrinsische Histonacetyltransferase (HAT) -Aktivit￿t (Bannister and
Kouzarides, 1996; Ogryzko et al., 1996) und kann mit Komponenten des
generellen Transkriptionsapparats interagieren (Nakajima et al., 1997).
p300/CBP assoziiert mit Mitgliedern der p160/SRC-Koaktivatoren (Chen et al.,
1997; Kamei et al., 1996; Yao et al., 1996).
1.7.2.2 p160/SRC-Familie
Die Mitglieder der p160/SRC-Familie wurden als Koaktivatoren der nukle￿ren
Hormonrezeptoren identifiziert. Da diese Proteine von verschiedenen
Gruppen identifiziert wurden, kam es zu einer mehrfachen Namengebung: In
dieser Arbeit werden gem￿￿ der kanonischen Nomenklatur die Termini NCoA-
1 (auch SRC-1), NCoA-2 (auch TIF2, GRIP1) und NCoA-3 (RAC3, AIB1,
ACTR, p/CIP, TRAM-1) verwendet. Die verschiedenen Familienmitglieder
weisen auf Proteinebene eine Homologie von 40% auf und haben einen
konservierten Aufbau aus funktionellen Dom￿nen (zusammengefa￿t in Leo
und Chen, 2000) (s. Abb. 1-3):
NCoA-2
NCoA-1
NCoA-3
AD 2 CID/AD 1 NID PAS-Dom￿ne NLS
LXXLL-Motive
bHLH
PAS-A PAS-B bHLH
Abb. 1-3 Schematischer Aufbau der p160/SRC-Proteine NCoA-1, NCoA-2 und NCoA-3.
Die Lage der Kernlokalisationssequenz (NLS), der basic-Helix-Loop-Helix-Dom￿ne (bHLH),
der PAS-Dom￿ne, der Interaktionsdom￿ne f￿r die nukle￿ren Hormonrezeptoren (NID) bzw.
f￿r CBP (CID/AD1) und der 2. Transaktivierungsdom￿ne AD2 sind eingezeichnet. Schwarze
Balken repr￿sentieren LXXLL-Motive.1. Einleitung
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Die aminoterminale Dom￿ne enth￿lt eine Kernlokalisations-Sequenz (NLS)
sowie eine basic-Helix-Loop-Helix-Dom￿ne, deren Funktion nicht gekl￿rt ist.
Die sich anschlie￿ende PAS-Dom￿ne besteht aus zwei Untereinheiten PAS-A
und PAS-B. PAS-Dom￿nen wurden in verschiedenen transkriptionellen
Regulatorproteinen gefunden, wie z. B. bei Period (Per), Aryl-Hydrocarbon-
Rezeptor (AhR) und Single-minded (Sim). PAS-Dom￿nen vermitteln Homo-
und Heteromultimerisierung von PAS-Proteinen. Es gibt gewisse Hinweise auf
die Existenz von multimeren Komplexen aus p160/SRC-Faktoren (McKenna
et al., 1998).
Die zentrale NID-Dom￿ne vermittelt die Bindung an nukle￿re
Hormonrezeptoren. Sie enth￿lt 3 sogenannte LXXLL-Motive, wobei L f￿r
Leucin und X f￿r eine beliebige Aminos￿ure steht. NCoA-1 besitzt ein
zus￿tzliches LXXLL-Motiv am ￿u￿ersten Carboxyterminus.
In der carboxyterminalen Region befinden sich zwei Dom￿nen mit
Transaktivierungsfunktion AD1 und AD2. AD1 vermittelt die Interaktion mit
p300/CBP und wird daher auch als CBP-Interaktionsdom￿ne (CID)
bezeichnet. Die zweite Transaktivierungsdom￿ne AD2 vermittelt die
Interaktion mit anderen Effektorproteinen, n￿mlich den Methyltransferasen,
wie z. B. CARM1 und PRMT1 (Chen et al., 1999b; Koh et al., 2001), die
sowohl Histone als auch andere Proteine methylieren k￿nnen.
NCoA-1 und NCoA-3 besitzen eine schwache intrinsische HAT-Aktivit￿t (Chen
et al., 1997; Kurokawa et al., 1998; Spencer et al., 1997). Die HAT-Dom￿ne
liegt jeweils in der carboxyterminalen Region.
F￿r NCoA-1 wurde eine Interaktion mit den basalen Transkriptionsfaktoren
TBP und TFIIB beschrieben (Takeshita et al., 1996).
Neben den nukle￿ren Hormonrezeptoren wird eine Reihe von verschiedenen
anderen Transkriptionsfaktoren durch p160/SRC-Koaktivatoren koaktiviert, z.
B. AP1, p53, Serum reponse Factor, NFκ B und STAT1 (Kim et al., 1998;
Korzus et al., 1998; Lee et al., 1999; Lee et al., 1998; Na et al., 1998).
NCoA-3 hat eine besondere Funktion beim Steroid-abh￿ngigen Wachstum
von Zellen, denn es wurde in verschiedenen Brust- und Eierstocktumoren
eine ￿berexpression dieses Koaktivators gefunden (Anzick et al., 1997).1. Einleitung
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Bei nukle￿ren Hormonrezeptoren ist der Mechanismus der Transaktivierung
schon sehr gut untersucht. In zahlreichen Studien wurde die Bedeutung der
Koaktivatoren SWI-SNF, p300/CBP, p/CAF, TRAP/DRIP und p160/SRC bei
der Transaktivierung von verschiedenen nukle￿ren Hormonrezeptoren
analysiert und ein Modell f￿r die Ereignisse am Promotor aufgestellt (Dilworth
and Chambon, 2001; Shang et al., 2000; Shang et al., 2002). Es wurde
postuliert, da￿ an jedem Promotor spezifische Koaktivator-Komplexe in einer
bestimmten Reihenfolge rekrutiert werden m￿ssen (McKenna und O’Malley,
2002).
Zun￿chst binden nukle￿re Hormonrezeptoren den SWI/SNF-Komplex, der
den Promotor durch Chromatin-Umbau f￿r generelle Transkriptionsfaktoren
zug￿nglicher macht. Acetyltransferasen, wie p300/CBP und p/CAF, treiben
die ￿ffnung des Promotors durch Histonacetylierung weiter voran. Diese
Proteine werden in einem Komplex mit p160/SRC-Koaktivatoren rekrutiert,
wobei deren Funktion haupts￿chlich in der Stabilisierung der Interaktion der
nukle￿ren Hormonrezeptoren mit p300/CBP besteht (Sheppard et al., 2001).
Au￿erdem sind sie mit Methyltransferasen assoziiert, die abh￿ngig vom
Promotor oder dem Zelltyp eine Rolle bei der Genaktivierung spielen k￿nnen
(Chen et al., 2000; Lee et al., 2002). Im Anschlu￿ l￿st sich der p160/SRC-
p300/CBP-Koaktivator-Komplex von den nukle￿ren Hormonrezeptoren.
Neuere Studien postulieren, da￿ eine p300-abh￿ngige Acetylierung der
p160/SRC-Faktoren dabei die Interaktion mit den nukle￿ren
Hormonrezeptoren reguliert (Chen et al., 1999a). Statt dessen wird der
TRAP/DRIP-Komplex rekrutiert, der den Kontakt zum basalen
Transkriptionsapparat herstellt und so die Bildung des Pr￿initiationskomplexes
induziert.
Die nukle￿ren Hormonrezeptoren binden an LXXLL-Motive in den
Koaktivatoren der p160/SRC-Familie (Heery et al., 1997). Diese Motive
kommen in mehreren Kopien vor. Es gibt 3 Motive in der Interaktionsdom￿ne,
die den Kontakt zu den nukle￿ren Hormonrezeptoren herstellt. Die Motive
unterscheiden sich in den flankierenden Sequenzen.1. Einleitung
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￿ber das Kontaktieren von ausgew￿hlten LXXLL-Motiven innerhalb der
Bindungsdom￿ne der p160/SRC-Koaktivatoren wird die Bindungsspezifit￿t
der nukle￿ren Hormonrezeptoren zu ihren Koaktivatoren reguliert (Darimont et
al., 1998; Ding et al., 1998; McInerney et al., 1998).
1.8 Transaktivierung durch STAT-Proteine
Die GAS-Elemente in den Promotoren von STAT5- und STAT6-Zielgenen
befinden sich in enger Nachbarschaft zu Bindungselementen von anderen
Transkriptionsfaktoren:
Im  β -Kasein-Promotor, der von STAT5 aktiviert wird, wurden mehrere
CAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) -Bindungsstellen gefunden. STAT5
wirkt synergistisch mit C/EBPβ  und dem Glukokortikoidrezeptor bei der
Transaktivierung des β -Kasein-Gens (Stocklin et al., 1996; Wyszomierski und
Rosen, 2001). Es wurde eine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen
dem Glukokortikoidrezeptor und STAT5 gefunden (Stocklin et al., 1996).
C/EBPβ  und der Glukokortikoidrezeptor stabilisieren die DNA-Bindung von
STAT5 (Wyszomierski und Rosen, 2001). Au￿erdem wurde diskutiert, da￿
eine gemeinschaftliche Rekrutierung von Koaktivatoren Ursache f￿r den
Synergismus sein k￿nnte.
In den Promotoren von STAT6-Zielgenen liegen neben den GAS-Elementen
oftmals Bindestellen f￿r NFκ B und C/EBP. Bei der Transaktivierung des GL
(Keimbahn) ε -Transkripts wurde ein positiver Effekt dieser Faktoren auf die
STAT6-vermittelte Transaktivierung beobachtet. NFκ B und STAT6
interagieren direkt miteinander (Shen und Stavnezer, 1998). Der Synergismus
von NFκ B und STAT6 wurde durch kooperative DNA-Bindung erkl￿rt
(Messner et al., 1997). C/EBPβ  stabilisiert die DNA-Bindung von STAT6
(Mikita et al., 1998).  Bei dem humanen Promotor wurde au￿erdem eine
Beteiligung von PU.1 bei der synergistischen Transaktivierung des GL ε -
Promotors gefunden (Stutz and Woisetschlager, 1999). PU.1 wirkt
m￿glicherweise auch stabilisierend auf den DNA-Protein-Komplex.1. Einleitung
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Die Transaktivierungsdom￿nen von STAT5 und STAT6 unterscheiden sich
sowohl in ihrer L￿nge (s. Abb. 1-4) als auch in ihrer Aminos￿uresequenz. Die
k￿rzere STAT5-Transaktivierungsdom￿ne hat ein sehr schwaches
Transaktivierungspotential, wenn sie an die heterologe GAL4-DNA-
Bindungsdom￿ne fusioniert wird (Moriggl et al., 1997).
Dennoch ist STAT5 ein sehr starker Transaktivator des β -Kasein-Promotors.
Daher wurde postuliert, da￿ STAT5 durch andere Transkriptionsfaktoren, die
eine starke Transaktivierungsdom￿ne besitzen, wie der Glukokortikoid-
Rezeptor, bei der Transaktivierung des β -Kasein-Gens unterst￿tzt wird.
Innerhalb der STAT5-Transaktivierungsdom￿ne wurde eine amphiphatische
α -Helix identifiziert (STAT5a AS 751-761), die f￿r die
Transaktivierungsfunktion essentiell ist (Wang et al., 2000a), (s. Abb. 1-4).
Eine andere Studie berichtete zeitgleich, da￿ 2 hydrophobe Aminos￿uren
innerhalb dieser Helix notwendig f￿r die Transaktivierungsfunktion sind
(Callus und Mathey-Prevot, 2000). Welche Faktoren an diese Helix binden, ist
nicht bekannt.
Au￿erdem wurde berichtet, da￿ STAT5 ￿ber seine Coiled coil-Dom￿ne mit
dem Corepressor SMRT interagieren kann (Nakajima et al., 2001). Vermutlich
liegt die Funktion dieser Wechselwirkung in einer Attenuation der
Genexpression.
Die Transaktivierungsdom￿ne von STAT6 ist sehr viel komplexer gebaut, sie
hat im GAL4-System ein 10 mal st￿rkeres Potential als die von STAT5
(Moriggl et al., 1997). Innerhalb der STAT6-Transaktivierungsdom￿ne
konnten verschiedene  autonome Elemente identifiziert werden, die im GAL4-
System Transaktivierungsfunktion besitzen (Goenka et al., 1999; Lu et al.,
1997; Moriggl et al., 1997) (s. Abb. 1-4).
677 847
722 794
726 787
STAT5a-TAD
STAT5b-TAD
STAT6-TAD
715 753 810
Abb. 1-4 Vergleich der Transaktivierenden Dom￿nen von STAT5 und STAT6.
Die Endposition der Transaktivierungsdom￿nen (TAD) und die Lage der essentiellen α -Helix
in STAT5 bzw. der autonomen Dom￿nen in STAT6 (Goenka et al., 1999) sind in orange
eingezeichnet.1. Einleitung
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￿ber den Mechanismus der Transaktivierung von STAT-Proteinen ist noch
nicht sehr viel bekannt. Es wurde beschrieben, da￿ STAT1, STAT2, STAT3,
STAT5a, STAT5b und STAT6 den Koaktivator p300/CBP rekrutieren
(Bhattacharya et al., 1996; Gingras et al., 1999; Horvai et al., 1997; Paulson
et al., 1999; Pfitzner et al., 1998). Vermutlich wird ￿ber die Bindung von
p300/CBP der Kontakt zum Transkriptionsapparat hergestellt.
Das N-Myc-interactor Protein Nmi stabilisiert die Wechselwirkung von STATs,
insbesondere die von STAT5, mit p300/CBP und steigert so die STAT-
abh￿ngige Transkription (Zhu et al., 1999). Nmi interagiert mit der Coiled coil-
Region der STAT-Proteine.
P300/CBP fungiert als Koaktivator von verschiedenen Klassen von
Transkriptionsfaktoren, wie den schon erw￿hnten nukle￿ren
Hormonrezeptoren, AP1-Faktoren und NFκ B (Bannister und Kouzarides,
1995; Gerritsen et al., 1997). Da p300/CBP ein limitierender Faktor in Zellen
ist, gibt es einen Wettbewerb um diesen gemeinsamen Koaktivator. Die
Kompetition stellt einen molekularen Mechanismus f￿r die Vernetzung von
verschiedenen Signalwegen dar. Dies wurde beim Crosstalk des IFNγ - und
des Ras/AP1- Signalweges beobachtet (Horvai et al., 1997).
Obwohl die Transaktivierungsdom￿nen von STAT1, STAT5 und STAT6 in
ihrer Sequenz sehr gro￿e Unterschiede aufweisen, k￿nnen sie einen Kontakt
zu p300/CBP ausbilden. Die Interaktion der STAT-Proteine erfolgt jedoch mit
v￿llig verschiedenen Bereichen von p300/CBP (s. Abb. 1-5).
CBP
p300
C/H1 C/H2 C/H3
HAT
STAT5 STAT6
p160/SRC
STAT1
Abb. 1-5 Schematische Darstellung der Struktur von p300/CBP.
Die Lage der Cystein-Histidin-reichen Regionen C/H1-3 und der HAT-Dom￿ne sind
eingezeichnet. Die Pfeile zeigen die Kontaktstellen der angegebenen Interaktions-Partner.
STAT1 bindet an die aminoterminale Region von CBP. Es rekrutiert einen
Koaktivator-Komplex aus p300/CBP und dem p160/SRC-Koaktivator NCoA-3.1. Einleitung
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Die HAT-Aktivit￿t von NCoA-3 ist essentiell f￿r die Transaktivierung (Korzus et
al., 1998; Torchia et al., 1997).
Interessanterweise wurde die Bindungsstelle f￿r STAT6 auf einen Bereich von
p300/CBP kartiert, der auch den Kontakt zu den p160/SRC-Koaktivatoren
herstellt (s. Abb. 1-5). Eine Beteiligung dieser Koaktivatoren bei der
Rekrutierung von p300/CBP erscheint daher m￿glich.
Es gibt bei den komplexen Wechselwirkungen zwischen
Transkriptionsfaktoren und ihren Koaktivatoren neben Kontaktstellen, die f￿r
verschiedene Transkriptionsfaktoren relevant sind,  Bindungsmotive, die sehr
spezifische Wechselwirkungen vermitteln. Dies wurde durch
Mikroinjektionsexperimente mit Peptiden deutlich: Peptide, die von der
aminoterminalen CBP-Sequenz abgeleitet wurden (AS 1-22) bzw. von der
NCoA-3-Sequenz, die die Interaktion mit CBP vermittelt, k￿nnen die
Interferon-γ -induzierte Transaktivierung eines Reportergens hemmen (Torchia
et al., 1997). Interessanterweise wird die Funktion der nukle￿ren
Hormonrezeptoren, die eine andere Region von p300/CBP rekrutieren, durch
dieses CBP-Peptid nicht inhibiert. Das Peptid, das sich von der NCoA-3-
Sequenz ableitet, inhibiert jedoch die Transaktivierung der nukle￿ren
Hormonrezeptoren und STAT1 gleicherma￿en. Durch die Blockierung von
spezifischen Interaktionen k￿nnen folglich gezielt einzelne Signalwege
ausgeschaltet werden. Diese neuartige M￿glichkeit k￿nnte eine wichtige
Anwendung in der Therapie von Krankheiten finden, die durch die
Deregulation von bestimmten Signalwegen gekennzeichnet sind.
1.9 Zielsetzung der Arbeit
Insgesamt gibt es nur wenige Informationen ￿ber Koaktivatoren, die an der
STAT5 und STAT6-vermittelten Transaktivierung beteiligt sind. In dieser
Arbeit sollen verschiedene Fragestellungen bez￿glich des
Transaktivierungsmechanismus dieser STAT-Proteine behandelt werden:1. Einleitung
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! STAT5 und STAT6 rekrutieren beide p300/CBP, die mit der NCoA-
Koaktivator-Familie (p160/SRC) assoziiert sind. Es soll die Bedeutung der
Familienmitglieder NCoA-1, NCoA-2 und NCoA-3 f￿r die Transaktivierung
der STAT-Proteine STAT5a, STAT5b und STAT6 untersucht werden.
! Die p160/SRC-Koaktivatoren haben verschiedene funktionelle Dom￿nen,
die die Wechselwirkung mit Effektorproteinen vermitteln oder eine
enzymatische Aktivit￿t tragen. Es soll analysiert werden, welche dieser
Dom￿nen f￿r die Koaktivierung von STAT5a, STAT5b und STAT6 ben￿tigt
werden.
! Die Rekrutierung von Koaktivatoren geschieht ￿ber komplexe
Wechselwirkungen. Es soll untersucht werden, ob die Rekrutierung der
p160/SRC-Koaktivatoren ￿ber direkte Protein-Protein-Interaktionen
vermittelt wird. Bei einer direkten Wechselwirkung sollen die
Interaktionsdom￿nen in den STAT-Proteinen und in den p160/SRC-
Koaktivatoren charakterisiert werden.
! Protein-Protein-Interaktionen werden h￿ufig durch Sequenz-Motive
vermittelt, wie z. B. Leuzin-Zipper. Es soll untersucht werden, ob die
Interaktionen von STAT5 und STAT6 mit p160/SRC-Koaktivatoren durch
Protein-Interaktionsmotive vermittelt werden.
! Bei der transkriptionellen Genaktivierung interagieren
Transkriptionsfaktoren an den von ihnen regulierten Promotoren mit
verschiedenen Koaktivatoren. Daher soll die Bedeutung der Interaktionen
von STAT-Proteinen mit p160/SRC-Koaktivatoren bei verschiedenen
Zielgenen analysiert werden. Hierbei soll gekl￿rt werden, ob die
Interaktionen Zielstrukturen f￿r die Hemmung der STAT-regulierten
Genexpression darstellen k￿nnen. F￿r diesen Ansatz sollen inhibitorische
Polypeptide generiert werden, die in Zellen ￿berexprimiert werden k￿nnen
und essentielle Interaktionen kompetitiv inhibieren k￿nnen.2. Material und Methoden
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2.Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial
Grundchemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Applichem
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma (Taufkirchen) in der Qualit￿tsstufe p.a. bezogen.
Radiochemikalien wurden von Amersham Biosciences (Freiburg) geliefert. Als
Proteaseinhibitor wurde der Proteaseinhibitor-Cocktail Complete￿ von B￿hringer
(Mannheim) verwendet, Phosphataseinhibitoren (Cocktail 1 und 2) wurden von Sigma
(Taufkirchen) bezogen. Molekulargewichtsmarker f￿r Proteine (Benchmark) und DNA-
Fragmente (1 kb+-Leiter) wurden von Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Zur
Proteinkonzentrationsbestimmung wurde der Protein-Assay-Kit von Biorad (M￿nchen)
verwendet. Plastikmaterial und Filtersysteme f￿r Labor und Zellkultur wurden von den Firmen
Biozym (Oldendorf), Costar (Bodenheim), Greiner (Frickenhausen), Schleicher&Sch￿ll
(Dassel), BD Bioscience (Heidelberg) oder Nalgene (Rochester, NY, USA) bezogen.
Elektroporationsk￿vetten stammten von Biorad (M￿nchen).
2.1.2 L￿sungen und Puffer
Alle L￿sungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt. L￿sungen und Puffer wurden
autoklaviert (20 min. bei 121￿C und 2.0 bar) oder im Falle der Hitzeinstabilit￿t sterilfiltriert.
10xTBE 890 mM Tris, 890 mM Bors￿ure, 20 mM EDTA, pH 8.0
1xTAE 40 mM Tris/Essigs￿ure, 1mM EDTA, pH 8.0
TE, pH 8.0 10 mM Tris/HCl pH 8.0, 1 mM EDTA
DEPC-Wasser 0.2 % (v/v) DEPC
2xHBS 0.28 M NaCl, 50 mM HEPES/NaOH pH 7.05, 1.5 mM Na2HPO4
PBS 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4, pH 7.4
TBS/T 10 mM Tris/HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% (v/v), Tween 20
SDS-Laufpuffer 250 mM Glycin, 25 mM Tris, 0.1% (w/v) SDS, pH 8.
Anoden-Puffer 1 300 mM Tris/HCl pH 10.4, 10% (v/v) Methanol
Anoden-Puffer 2 25 mM Tris/HCl pH 10.4, 10% (v/v) Methanol
Kathoden-Puffer 25 mM Tris/HCl pH 9.4, 40 mM ε -Caprons￿ure, 10% (v/v) Methanol2. Material und Methoden
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Alle weiteren in der Arbeit verwendeten Puffer und L￿sungen sind im Methodenteil an der
entsprechenden Stelle angegeben.
2.1.3 Enzyme und Rekombinante Proteine
2.1.3.1 Enzyme
Restriktionsenzyme wurden von NEB (Schwalbach) oder MBI Fermentas GmbH (St. Leon-
Rot) bezogen.
T4-DNA-Ligase NEB, Schwalbach Alkalische Phosphatase NEB, Schwalbach
Klenow Enzym NEB, Schwalbach Taq-DNA-Polymerase Invitrogen,
Karlsruhe
T4-Polynukleotidkinase NEB, Schwalbach Vent-Polymerase NEB, Schwalbach
2.1.3.2 Rekombinante Proteine
Insekten-Zellen, die Histidin-Volll￿ngen-STAT6-Fusionsprotein zusammen mit der Lyn-
Kinase exprimierten, wurden freundlicherweise von Silke Hobbie zur Verf￿gung gestellt.
2.1.4 Antik￿rper
Antigen Name/
Charakteristik
Spezies Hersteller/Referenz
CD23 Monoklonal, PE-
gekoppelt
Maus BD  Bioscience, Pharm-
ingen, Heidelberg
Eotaxin-3 Polyklonal Ziege Tebu, Frankfurt
Eotaxin-3 Polyklonal, biotinyliert Ziege Tebu, Frankfurt
Fc-Block monoklonal Ratte BD  Bioscience, Pharmin-
gen, Heidelberg
Living colors Full-length
˜quoria victoria
polyklonal Kaninchen Clontech, Heidelberg
Myc-Epitop monoklonal Maus BD Bioscience, Heidelberg
Penta-Histidin monoklonal Maus Qiagen, Hilden
SRC-1
C-terminale Region
C20, polyklonal Ziege Santa Cruz, Heidelberg
SRC-1 (AS 350-765) M341, polyklonal Kaninchen Santa Cruz, Heidelberg
SRC-1 (AS 477-947) 1135, monoklonal Maus Biomol, Hamburg
STAT5 (AS 451-649) monoklonal Maus BD Bioscience, Heidelberg
STAT6
aminoterminale Region
monoklonal Maus Zymed, Berlin
STAT6
aminoterminale Region
polyklonal Kaninchen Zymed, Berlin2. Material und Methoden
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STAT6 (AS 818-837) polyklonal Kaninchen R&D, Wiesbaden
STAT6 (AS 794-814)-
Peptid 1,
polyklonal, Kaninchen
68, 69
STAT6 (AS 817-830)-
Peptid 2
polyklonal, Kaninchen
70, 71
STAT6 (AS 830-847)-
Peptid 3
polyklonal, Kaninchen
72, 73
Kaninchen Eurogentec, Hestal, Belgien
Sekund￿re Meerettich-Perokidase-gekoppelte Antik￿rper, die gegen Maus IgG und
Kaninchen-IgG gerichtet sind, wurden von Amersham Biosciences, Freiburg bezogen.
2.1.5 Oligonukleotide
Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG (M￿nchen) und Invitrogen (Karlsruhe)
bezogen.
Name Verwendungszweck/Referenz Sequenz
Clau12 5·-Primer mit EcoRI ab AS 1251 von Maus-
NCoA-1
cccgaattcatttgcccccatctc
Clau13A 3·-Primer mit XhoI ab AS 1405 von Maus-NCoA-
1
ccgctcgagctagtctgtagtc
Clau15A 3·-Primer mit XmaI ab AS 794 von Maus-
STAT5a
gagcccgggggacagggagc
Clau19 5·-Primer mit EcoRI ab AS von Maus-NCoA-2 cggaattcatttactggggctac
Clau20A 3·-Primer mit XhoI ab AS von Maus-NCoA-2 ccgctcgagtcagcagtatttc
Clau22 5·-Primer mit EcoRI ab AS 722 von Maus
STAT5a
cggaattccaggctccttcccc
Clau23A 3·-Primer mit BamHI ab AS 794 von Maus-
STAT5a
cgggatcctcaggacagggagc
Clau24 5·-Primer mit EcoRI ab AS 726 von Maus-
STAT5b
cggaattcgatcaggctccttc
Clau28A 3·-Primer mit NheI ab AS 787 von Maus-
STAT5b
ctagctagctcatgactgtgcg
Clau31 5·-Primer mit EcoRI ab AS 792 von humanem
STAT6
gcgaattcccctcctctgc
Clau32A 3·-Primer mit XhoI ab AS 848 von humanem
STAT6
ccgctcgagtcaccaactg
Clau33 5·-Primer mit XhoI ab AS 1 von Maus-NCoA-1 cgctcgagatgagtggccttg
Clau35A 3·-Primer mit XbaI ab AS 462 von Maus-NCoA-1 gctctagagaacctgcctgtg
Clau36 5·-Primer mit XbaI ab AS 100 von Maus-NCoA-1 gctctagatcctcgagcagc
Clau39A 3·-Primer mit XbaI ab AS 571 von Maus-NCoA-1 gctctagatgaattctgtgagctc
Clau43A 3·-Primer mit XhoI ab AS 462 von Maus-NCoA-1 cgctcgaggaacctgcctgtt
L3Mutrev 3·-Primer mit XbaI ab AS 848 von humanem
STAT6
gctctagatcaccaactggggttg
Clau50A 3·-Primer mit XhoI ab AS 462 von humanem
NCoA-1
cgctcgagtgaactggcctg
Clau60 5·-Primer mit BamHI ab AS 257 von Maus-
NCoA-1
tggatcctaacaggtgtagaatc
Clau61A 3·-Primer mit XhoI ab AS 420 von Maus-NCoA-1 gcctcgaggcggtttactctggc
Clau62A 3·-Primer mit XhoI ab AS 441 von Maus-NCoA-1 gcctcgaggttcccttggttgttgc2. Material und Methoden
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mutfow Sense-Strang-Primer f￿r Mutagenese von
L802,805 zu A in humanem STAT6
cccactgaacaggacgccacta
aggctctcctggagggg
mutrev Anti-Sense-Strang-Primer f￿r Mutagenese von
L802,805 zu A in humanem STAT6
cccctccaggagagccttagtgg
cgtcctgttcagtggg
EcoRI-
STAT5a
5·-Primer mit EcoRI ab AS 1 von Maus-STAT5a ggaattccatggcgggctggattc
ag
EcoRI-
STAT5b
5·-Primer mit EcoRI ab AS 1 von Maus-STAT5b ggaattccatggctatgtggatac
acag
SmaI-
STAT5b
3·-Primer mit XmaI ab AS 787 von Maus-
STAT5b
gagcccgggtcatgactgtgc
Xho-STAT6 5·-Primer mit XhoI ab AS 1 von Maus-STAT5 ccgctcgagtgatgtctctgtgg
Kpn-STAT6 3·-Primer mit KpnII ab AS 847 von Maus-
STAT5b
ggggtacctcaccaactggg
H15-LOX5· ggggctggccgacctcgctatc
H15-LOX3·
Primer f￿r humane 12/15-Lipoxygenase (Schnurr
et al., 1999) tcctgtgcggggcagctggagc
EOTAX3Fow gcctgatttgcagcatcatgatgg
EOTAX3Rev
Primer f￿r humanes Eotaxin-3
(Hoeck und Woisetschlager, 2001) cggatgacaattcagctgagtcac
GAPDH5· gatgacatcaagaaggtggtg
GAPDH3·
Primer f￿r humane GAPDH
(Worm et al., 1998) gctgtagccaaattcgttgtc
I-Epsilon-F gtcaacttcccaagaacagaa
I-Epsilon-R
Oligos f￿r EMSA-Probe ￿117/-97 von Maus-GLε -
Promotor ttctgttcttgggaagttgac
2.1.6 Vektoren
2.1.6.1 Bakterielle Expressionsvektoren
A Expressionsvektoren f￿r GST-Fusionsproteine
Zur Generierung von GST-Konstrukten wurden die Plasmide pGEX-AHK, pGEX-KGK (von
Thorsten Heinzel) sowie pGEX-4T-3 und pGEX-5X-1 (Amersham Biosciences, Freiburg)
verwendet.
Name/
Derivat von
Kodiertes Insert Bezugsquelle/Referenz
pCo1 / pGEX-AHK Maus-NCoA-1 AS 1-787 Diese Arbeit, mit dem
Praktikanten Cornelius Abel
pGEX-STAT6 AS 677-
847 / pGEX-4T-2
Humanes STAT6 AS 677-847 Labor Groner
pCla30.1 / pGEX-AHK Humanes STAT6 AS 791-847 Diese Arbeit
pCla33.2 / pGEX-AHK Humanes STAT6 AS 677-791 Diese Arbeit
pCla41 / pGEX-4T-3 Maus-NCoA-1 AS 570-1442 Diese Arbeit
pCla42 / pGEX-5X-1 Ratte-NCoA-1 AS 806-1442 Diese Arbeit
pCla71 / pGEX-5X-1 Humanes STAT6 AS 642-847
pCla72 / pGEX-5X-1 Humanes STAT6 AS 642-847 mit
L802,805 zu A Mutation
Diese Arbeit, mit den
Praktikanten J￿rg Mehnert
und J￿rgen Grief
B Expressionsvektoren für Hexa-Histidin-Fusionsproteine
F￿r die Herstellung s￿mtlicher Hexa-Histidin-Fusionsproteine wurde die Vektorserie
pet30a/b/c von Novagen verwendet. Die Transkription erfolgt von einem T7-Promotor aus,
das translatierte Fusionsprotein enth￿lt eine Thrombin- sowie eine Enterokinase-Spaltstelle.2. Material und Methoden
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Name Kodiertes Insert Referenz
pCla69 Maus-NCoA-1 AS 213-462 Diese Arbeit
pPhil3 Maus-NCoA-1 AS 257-462
pPhil4 Maus-NCoA-1 AS 213-441
pPhil5 Maus-NCoA-1 AS 213-420
pPhil6 Maus-NCoA-1 AS 257-420
Diese Arbeit, mit dem
Praktikanten Philipp Schild
2.1.6.2 Klonierungs-Vektoren mit T7/T3 Promotoren zur in vitro-Transkription
Name Kodiertes Insert Bezugsquelle
pBSK-STAT2 humanes STAT2 Markus Heim, Universit￿ts-Hospital, Basel
pBSK-hSTAT5a humanes STAT5a
pBSK-mSTAT5B Maus-STAT5B
Fabrice Gouillieux (Universit￿t Picardie-
Jules Verne, Amiens, Frankreich)
2.1.6.3 Expressionsvektoren f￿r S￿ugerzellen
A Reporterplasmide
Der Reporter pCH110 enth￿lt das LacZ-Gen getrieben vom SV40-Promotor.
Luziferase-Reporter:
Name/Vektor-Typus Luziferase-Reporterplasmid mit
folgenden Promotor-Elementen
Bezugsquelle/Referenz
(GAL4-RE)3TK-LUC 3 GAL4-Bindestellen (Moriggl et al., 1997)
N4(STAT-RE)3 LUC 3 STAT6-Bindestellen (Moriggl et al., 1997)
N4(STAT-RE)4 LUC 4 STAT6-Bindestellen Silke Hobbie
pCla9/ pGL3 β− Kasein-Promotor (-344 bis -1) Diese Arbeit
B generelle Expressionsvektoren
Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Expressionsvektoren verwendet, die teils
einen CMV-Promotor (pCMX, pCDNA3), teils einen SV40-Promotor (pSG5, pSG6), teils
einen Adenovirus-Promotor (pXM) enthalten.
Name/Vektor-Typus kodiertes Insert Referenz/ Bezugsquelle
pXM-STAT5a Maus-STAT5a (Moriggl, 1996)
pXMSTAT5b Maus-STAT5b (Moriggl, 1997)
pXM-STAT6 humanes STAT6 (Moriggl, 1997)
pXM-STAT6(AS 1-792) AS 1-792 vom humanen STAT6 (Moriggl, 1997)
pCDNA3-STAT1 STAT1 Markus Heim, Universit￿ts-
Hospital, Basel
pSG5-hSTAT3 humanes STAT3 (Caldenhoven, 1996)
pSG6-SRC-1a Ratten-SRC-1a
pSG6-SRC-1e Ratten-SRC-1e
Ludger Klein-Hitpass
Universit￿tsklinikum, Essen
pSG5-hSRC-1e humanes SRC-1e
pSG5-hSRC-1e ∆ PAS humanes SRC-1e, AS 381-1399
pSG5-hSRC-1e ∆ AD1 humanes SRC-1e, ohne AS 1053-
1123
pSG5-hSRC-1e ∆ AD2 humanes SRC-1e, AS 1-1240
Malcom Parker, Molecular
Endocrinology Laboratory,
Imperial Cancer Research
Fund, London, UK
pCla44 / pSG6 Ratten-SRC-1, AS 1-571 Diese Arbeit2. Material und Methoden
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pCla43 / pSG6 Maus-NCoA-1, AS 1-361 Diese Arbeit
pCla32.2 / pSG6 Ratten-SRC-1, AS 1-787 Diese Arbeit
pXM-mSTAT4 humanes STAT4 (Yamamoto, 1994)
pCla37.1/pCMXPL2 humanes STAT4 Diese Arbeit
pCMX-NCoA-1 Maus-NCoA-1
pCMX-NCoA-2 Maus-NCoA-2
pCMX-NCoA-3 Maus-NCoA-3
Joe Torchia, University of
West Ontario, London,
Canada
pCla70.5 / pXM humanes STAT6 mit L802,805 zu A Diese Arbeit
pCDNAI-PRLR Lange Form des Prolaktinrezeptors (Moriggl, 1996)
pCla49.9 / pCDNA3-
HisB
Maus-NCoA-1, AS 361-571 Diese Arbeit
pCla73 / pCDNA3-HisB Maus-NCoA-1, AS 313-462 Diese Arbeit
C Expressionsvektoren für Fusionsproteine mit der DNA-Bindedomäne von GAL4
Folgende Fusions-Konstrukte stammen von pCMV-GAL4-DBD ab, der f￿r die Region AS 1
bis 147 von GAL4 kodiert.
Name Kodiertes Insert Referenz
pCla24.10 Maus-STAT5A AS 722-794 Diese Arbeit
pCla29.1 Maus-STAT5B AS 726-787 Diese Arbeit
pCMV-GAL4-DBD-
STAT6(677-847)
Humanes STAT6 AS 677-847 (Moriggl et al., 1997)
pCMV-GAL4-DBD-
STAT6(677-792)
Humanes STAT6 AS 677-792 (Moriggl et al., 1997)
pCMV-GAL4-DBD-
STAT6(792-847)
Humanes STAT6 AS 792-847 (Moriggl et al., 1997)
pCla116.1 Humanes STAT6 AS 792-847 Diese Arbeit
pCla117.6 Humanes STAT6 AS 792-847 mit
L802, 805 zu A
Diese Arbeit
D Expressionsvektoren für Fusionsproteine mit N-terminalem Hexa-Myc-Anhang
Diese Konstrukte leiten sich von pCS2+ ab, der f￿r ein Fusionsprotein mit Hexa-Myc kodiert.
Name Kodiertes Insert Referenz/
Bezugsquelle
pCS2+SRC-1(569-805) AS 569-805 von Ratten-SRC-1
pCS2+SRC-1(804-1032) AS 804-1032 von Ratten-SRC-1
pCS2+SRC-1(1208-1442) AS 1208-1442 von Ratten-SRC-1a
PCS2+SRC-1(1208-1420) AS 1208-1420 von Ratten-SRC-1e
PCS2+SRC-1(1258-1442) AS 1258-1442 von Ratten-SRC-1a
Ludger Klein-Hitpass
(Universit￿tsklinikum,
Essen)
pCla16.1 AS 1314-1463 von Maus-NCoA-2 Diese Arbeit
pCla17.1 AS 1251-1405 von Maus-NCoA-1 Diese Arbeit
pCla20.10 AS 1303-1398 von Maus-NCoA-3 Diese Arbeit
pCla36.2 AS 792-847 von humanem STAT6 Diese Arbeit
pCla47.5 AS 1-462 von Ratten-SRC-1 Diese Arbeit
pCla48.1 AS 100-462 von Maus-NCoA-1 Diese Arbeit
pCla50.5 AS 1-361 von Ratten-SRC-1 Diese Arbeit
pCla51.1 AS 213-462 Ratten-SRC-1 Diese Arbeit
pCla52.1 AS 1-571 von Ratten-SRC-1 Diese Arbeit2. Material und Methoden
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E Expressionsvektoren für Fusionsproteine mit GFP
Folgende Konstrukte leiten sich von pECFP-C1 (Clontech, BD Bioscience) ab, der f￿r ein
Fusionsprotein mit Enhanced Cyanofluorescent Protein kodiert.
Name Kodiertes Insert Referenz
pCFP-STAT5a AS 1-794 von Maus-STAT5a
pCla125 AS 1-847 von humanem STAT6
pCla126 AS  1-847 von humanem STAT6 mit
der Mutation L802, 805 zu A
Philipp Schild,
Diplomarbeit
F Retrovirale Expressionsvektoren
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der bicistronische Vektor Pinco verwendet, der sich von
MLV ableitet und als Marker-Gen EGFP enth￿lt (Grignani et al., 1998).
Name Insert Bezugsquelle
Pinco - Pier Pelicci, Milano
Pinco (N1-571), (pCla113) Maus-NCoA-1 AS 1-571 Diese Arbeit
Pinco (S792-847), (pCla79) Humanes STAT6 AS 792-847 Diese Arbeit
2.1.7 Bakterien und Bakterien-Medien
2.1.7.1 Bakterien
Als Wirtsstamm f￿r molekularbiologische Arbeiten dienten die Escherichia Coli-St￿mme:
DH5a und XL1blue. Zur Gewinnung von Proteinen wurde der Stamm BL21 DE3LysS
verwendet. Dieser Stamm wurde unter Chloramphenicol-Selektion gehalten.
Stamm Genotyp
DH5a endA1 hsdR17(rk 
- mk 
-) supE44 thi 
- λ
- recA1 gyrA96 relA1 80dlacI
qZD M15
BL21(DE3)
pLysS
F
-ompT hsdSB(rB
-mB
-)gal dcm (DE3) pLysS (Cm
R)
XL-1 blue supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi
- relA1 lac
- F·(traD36 proAB+ lacI
qZD
M15)
2.1.7.2 Medien
Medienbestandteile bzw. -zus￿tze f￿r Bakterien wurden von Invitrogen (Karlsruhe) und Difco
(Augsburg) und bezogen. Die Medien mit deionisiertem Wasser angesetzt und autoklaviert.
Antibiotika wurden den Medien und Platten in folgenden Konzentrationen zugesetzt:
Ampicillin 100 µ g/ml Chloramphenicol 34 µ g/ml
Kanamycin 25 µ g/ml2. Material und Methoden
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2.1.8 Zellkultur und Zellkulturmedien
S￿mtliche Medien, f￿tales K￿lberserum, Antibiotika und Zus￿tze f￿r die Kultur von
S￿ugerzellen wurden von Biowhittaker (Verviers, Belgien) und Invitrogen (Karlsruhe)
geliefert. Die folgende Tabelle gibt einen ￿berblick ￿ber die verwendeten Zelllinien und die
zugeh￿rigen Kulturmedien:
Zelllinie Zelltyp ATCCNummer
/Referenz/Quelle
Medium
Ba/F3-IL-
4R
Maus-Pr￿-B-Zellen, stabil
transfiziert mit humanem IL-4-
Rezeptor α   und γ
(Curiel et al., 1997) RPMI, 5%
WEHI-
Kultur￿berstand
HepG2 Humane hepatozellul￿re Karzinom-
Zellen
HB-8065 DMEM
HeLa Adenomakarzinom-Zellen, Zervix CCL-2 DMEM
M12.4.1 B-Zelllinie  Paul Rothman, New
York
RPMI
NCI-H292 Humane Lungenepithel-Zellen B￿hriger-Ingelheim RPMI
WEHI Maus-Myelomonozyten (Lee et al., 1982) RPMI
293T Humane f￿tale Nierenzellen,
transformiert mit Adenovirus 5 DNA
CRL-1573 DMEM
293-GPG Verpackungszellinie, mit GAG und
POL von MLV sowie ENV von
VSV-G
Chris Nolan,
Standford
DMEM, G418,
NEM,
Puromycin,
Doxycyclin
Alle Medien enthielten 10% FCS, 2 mM Glutamin, 50 U/ml Penicillin und 50 µ g/ml
Streptomycin. FCS wurde zur Inaktivierung von Komplement vor Gebrauch f￿r 30 min. bei
56￿erhitzt.
2.2. Methoden
2.2.1 Klonierungstechniken und allgemeine Arbeiten mit
Nukleins￿uren
2.2.1.1 Pr￿paration chemokompetenter Bakterien
Die Pr￿paration chemokompetenter Bakterien (der St￿mme DH5a, XL-1 blue, BL21DE3)
erfolgte nach dem Protokoll von Hanahan (Hanahan, 1983).
2.2.1.2 Transformation von Bakterien
Chemokompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. Die zu transformierende DNA wurde
mit der Bakteriensuspension gemischt und f￿r 20 min. auf Eis inkubiert.2. Material und Methoden
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Die Bakterien wurden f￿r 2 min. bei 42￿C hitzegeschockt und anschlie￿end f￿r 2 min. auf Eis
inkubiert. Danach wurden die Bakterien mit 400 µ l LB-Medium versetzt und f￿r 30-60 min.
bei 37￿C inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde auf LB-Platten mit geeignetem
Antibiotikum ausgestrichen und ￿ber Nacht bei 37￿C inkubiert.
2.2.1.3 Analytische Plasmidisolierung
Die Plasmidisolierung erfolgte duch alkalische Lyse (Birnboim, 1983) und anschlie￿ender
Butanol-F￿llung der DNA: Das gekl￿rte Bakterien-Lysat wurde mit 1.5 Vol 6M
Guanidiniumisothiocyanat und 2 Vol Butanol versetzt. Die gef￿llte DNA wurde pelletiert
(20000g, 10 min. bei 4￿C), mit 70%igem Ethanol gewaschen und getrocknet. Die DNA wurde
in 50 µ l Wasser aufgenommen. Die Ausbeute lag bei 1-3 µ g/ml Kulturvolumen.
2.2.1.4 Pr￿parative Plasmidisolierung
Die Kultur der Bakterien und die Aufreinigung der Plasmide aus der ￿bernachtkultur erfolgte
nach dem Qiagen Maxi Plasmid Purification Kit nach Angaben des Herstellers. Die
Konzentration der DNA wurde photometrisch ￿ber den OD260-Wert bestimmt (1 OD260 =50
µ g/ml DNA). Die Ausbeute lag bei 200-500 µ g. Die Lagerung der DNA erfolgte bei -20￿C.
2.2.1.5 Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCI)-Extraktion und Ethanol-F￿llung
Die DNA-haltige L￿sung wurde mit 1/10 Vol Lithiumchlorid-L￿sung (5M LiCl, 1x TE pH 8.0)
und 1 Vol PCI-L￿sung (Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol 25:24:1) versetzt. Das Gemisch
wurde homogenisiert (Vortex) und zentrifugiert (20000 g, 5 min.). Die w￿ssrige Oberphase
wurde mit 3 Vol Ethanol versetzt. Die DNA wurde pelletiert (20000 g, 20 min.), mit 70%igem
Ethanol gewaschen und getrocknet. Die DNA wurde in Wasser aufgenommen.
2.2.1.6 Restriktionsverdau von DNA
Restriktionsendonukleasen erkennen und hydrolysieren DNA an kurzen, definierten
Nukleotidsequenzen.2. Material und Methoden
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Die DNA wurde mit den entsprechenden Enzymen unter den vom Hersteller empfohlenen
Bedingungen (Puffer, Enzymmenge, Temperatur, Reaktionszeit) inkubiert.
2.2.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten
Mithilfe der T4-DNA-Ligase k￿nnen komplement￿r ￿berh￿ngende oder stumpfe DNA-Enden
kovalent verkn￿pft werden. Das Enzym katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung einer
Phosphodiester-Br￿cke zwischen einer 5·Phosphatgruppe und einer freien 3·-OH-Gruppe
von doppelstr￿ngiger DNA. Die Reaktion wurde mit der T4-DNA-Ligase nach Angaben des
Herstellers (NEB, Schwalbach) durchgef￿hrt.
2.2.1.8   5·-Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten
5·-Enden von linearisierten Plasmiden wurden mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert,
um die Selbstligation zu verhindern. Nach dem Restriktionsverdau wurde pro µ g eingesetzte
DNA 0.5 U Alkalische Phosphatase zugegeben und f￿r 1 h bei 37￿C inkubiert.
2.2.1.9 Auff￿llen von 3·-￿berh￿ngenden DNA-Fragmenten
Klenow Enzym (das gro￿e Fragment der DNA-PolymeraseI von E. coli) agiert als DNA-
abh￿ngige 5·-3·-Polymerase mit 3·-5·-Exonuclease-Aktivit￿t. Diese Reaktion wurde f￿r das
Auff￿llen von 3·-￿berh￿ngenden Enden angewandt, wenn diese als stumpfe Enden ligiert
werden sollten. Die Reaktion wurde mit dem Klenow Enzym nach Angaben des Herstellers
(NEB, Schwalbach) durchgef￿hrt.
2.2.1.10 Hybridisierung von komplement￿ren DNA-Einzelstr￿ngen
Die komplement￿ren Einzelstr￿nge wurden im molaren Verh￿ltnis 1:1 in 1x NEB Puffer 2
gemischt (je ca. 25 ng/µ l) und f￿r 2 min. auf 95￿C erhitzt. Die Proben wurden im Heizblock
zum Abk￿hlen auf RT stehen gelassen. Die doppelstr￿ngige DNA wurde bei -20￿C gelagert.
2.2.1.11 Kinasieren von stumpfen DNA-Enden zur radioaktiven Endmarkierung
Die T4-Polynukleotidkinase (PNK) katalysiert den Transfer und Austausch von organischem
Phosphat der γ -Position von ATP auf die 5·-Hydroxylgruppe von Polynukleotiden.2. Material und Methoden
26
200 ng doppelstr￿ngige 21mer-DNA wurde in einem Volumen von 15 µ l mit 25 pMol γ -
32P-
dATP (mit einer spezifischen Aktivit￿t >  3000 Ci/mmol) und 20 U T4-Polynukleotid-Kinase in
1x PNK-Puffer gemischt und f￿r 1 Stunde bei 37￿C inkubiert. Zum Abtrennen der nicht
eingebauten Nukleotide wurde eine microSpin￿G25S￿ule (von Amersham Biosciences,
Freiburg) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Aktivit￿t wurde in einem
Szintillationsme￿ger￿t (TRI-CARBﬁ Liquid Scintillation Analyzer) bestimmt.
2.2.1.12 Agarose-Gelelektrophorese
Mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese wird die Gr￿￿e von DNA-Fragmenten analysiert. F￿r
Fragmente kleiner als 4 kb wurden 1-2%ige Agarose Gele mit 1xTBE-Puffer, f￿r gr￿￿ere
Fragmente 0.8%ige Agarose-Gele mit 1xTAE-Puffer verwendet. Die Agarose wurde vor dem
Gie￿en der Gele mit Ethidiumbromid (2 µ g/ml) versetzt. Die DNA-Proben wurden mit 10x-
DNA-Proben-Puffer (25% (w/v) Ficoll, 0.25% (w/v) Bromphenolblau, 0.25% (w/v) Xylen-
cyanol) gemischt und in die Taschen der Gele geladen. Die Elektrophorese wurde bei 1-5
V/cm durchgef￿hrt. Die Gele wurden nach dem Lauf unter UV-Licht photographiert. Als
Gr￿￿enstandard diente die 1 kb-Leiter.
2.2.1.13 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen
Die DNA-haltige Fl￿ssigkeit wurde durch Zentrifugation aus dem Agarose-Block
herausgeschleudert, wobei ein 0.5 ml-Reaktionsgef￿￿ mit einem kleinen Loch am Boden,
gestopft mit einem Glaswolle-Pfropf, als Filter fungierte und die L￿sung in einem 1.5ml
Reaktionsgef￿￿ aufgefangen wurde. Die DNA wurde ￿ber PCI-Extraktion und anschlie￿ende
Ethanol-F￿llung aufgereinigt.
Alternativ wurde die Aufreinigung mit NucleanII von Energene (Regensburg) durchgef￿hrt.
2.2.1.14 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Mithilfe der PCR wird spezifisch ein DNA-Abschnitt zwischen zwei bekannten Regionen
amplifiziert.
Dies geschieht mit einem sequenzspezifischen Oligonukleotid-Primerpaar und einer
hitzestabilen DNA-Polymerase (z. B. von Thermus aquaticus, Taq) (Saiki et al., 1988). Eine
Standard-PCR wurde folgenderma￿en durchgef￿hrt: 1-20 ng DNA wurde mit je 10pMol der
beiden Primer, 5 µ l des 10xPuffers, 1 µ l 10 mM dNTP·s in 50 µ l Gesamtvolumen angesetzt.2. Material und Methoden
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Die Reaktion erfolgte in der T-Gradient PCR-Maschine (Whatmann Biometraﬁ, Goettingen).
Nach einer 2-min￿tigen Inkubation bei 94￿C wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 U
VentRﬁ DNA-Polymerase (NEB) gestartet. Danach folgten 25-30 Zyklen mit:
Denaturieren: 94￿C 20 sec
Hybridisieren. 50-60￿C 30 sec.
Synthese: 72￿C 1min./1kb Amplifikat
Zur Synthese unvollst￿ndiger Produkte wurde anschlie￿end f￿r 8 min. bei 72￿C inkubiert.
2.2.1.15 Positionsgerichtete Mutagenese
Die positionsgerichtete Mutagenese wurde mithilfe des QuikChange￿ Site-Directed
Mutagenesis Kit von Stratageneﬁ (Amsterdam) durchgef￿hrt.
2.2.1.16 Isolation von RNA aus Zellen
Die Isolation von Gesamt-RNA aus Zellen wurde mithilfe des peqGOLD Trifast￿ Reagenz
von Peqlab (Erlangen) nach Angaben des Herstellers durchgef￿hrt.
2.2.1.17 RT-PCR
2  µ g total-RNA wurde mit 200 ng Hexamer-Primern, 4 U Omniscript￿ Reverse
Transkriptase, 10 U RNase-Inhibitor, dNTPs (0.5 mM Endkonzentration) in 1x RT-Puffer
(Omniscript￿ Reverse Transcriptase, Qiagen) in 20 µ l Volumen revers transkribiert. Von
dieser cDNA wurden jeweils 1-2 µ l f￿r die nachfolgende PCR mit Taq-Polymerase
(Invitrogen, Karlsruhe) eingesetzt. Folgende Gen-Transkripte wurden amplifiziert:
Gen Referenz f￿r Primer L￿nge des
PCR-Produkts
Hybridisierungs-
temperatur
12/15-Lipoxygenase (Schnurr et al., 1999) 432 bp 65￿C
Eotaxin-3 (Hoeck und
Woisetschlager, 2001)
323 bp 60￿C
Glycerinaldehydphosphat-
dehydrogenase (GAPDH)
(Worm et al., 1998) 210 bp 65￿C
Die PCR wurde jeweils unter folgenden Bedingungen durchgef￿hrt: Nach einer anf￿nglichen
Denaturierungsphase (94￿C, 4 min.) wurden 25-35 PCR-Zyklen durchgef￿hrt. Jeder Zyklus
bestand aus einem Denaturierungsschritt (94￿C, 30sec.), einem Hybridisierungsschritt
(Temp. s. Tabelle, 35 sec.) und einem Syntheseschritt (72￿C, 35 sec.). Die PCR-Produkte
wurden ￿ber Agarose-Gelelektrophorese analysiert.2. Material und Methoden
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2.2.2 Zellkultur
2.2.2.1 Allgemeine Zellkulturarbeiten
A Kultur von Zellen
Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Werkbank durchgef￿hrt. Die Kultur der Zellen
erfolgte in einem Inkubator mit feuchter Atmosph￿re bei 37￿C und 5% CO2. Die Zellen
wurden in Zellkulturschalen oder -Flaschen kultiviert.
B Präparation von IL-3-haltigem Medium mithilfe der IL-3-produzierenden WEHI-Zellen
5x10
4 WEHI-Zellen/ml Medium wurden ￿ber Nacht kultiviert. An den 3 darauffolgenden
Tagen wurde die Zellsuspension jeweils 1:1 mit frischem Medium verd￿nnt. Am 4. Tag wurde
der IL-3-haltige ￿berstand durch Zentrifugation gewonnen, sterilfiltriert, aliquotiert und bei
-20￿C gelagert.
C Stimulation von Zellen mit Zytokinen
Die folgenden Zytokine wurden in den angegebenen Mengen eingesetzt:
Schaf-Prolaktin (Sigma) 5 µ g/ml Maus IL-4 (Tebu) 10ng/ml
Humanes IL4 (Tebu) 10ng/ml Retins￿ure (Sigma) 10
-6 M
2.2.2.2 Passagieren von Zellen
Zum Passagieren adh￿renter Zellen wurden die Zellen zun￿chst 2x mit PBS gewaschen.
Danach f￿r ca. 5 min. mit trypsinhaltiger L￿sung inkubiert. Die abgel￿sten Zellen wurden in
Medium resupendiert und in der gew￿nschten Verd￿nnung auf neuen Schalen ausges￿t.
Suspensionszellen wurden durch Verd￿nnen der Zellsuspension mit frischem Medium
passagiert.
2.2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen
Das Zellpellet einer konfluenten Schale bzw. aus einer dichten Zellsuspension wurde in
Einfriermedium (90% (v/v) FCS, 10% (v/v) DMSO) aufgenommen, in Kryo-R￿hrchen
￿berf￿hrt und bei -80￿C eingefroren. Die Lagerung erfolgte in fl￿ssigem Stickstoff.
Die Zellen wurden im 37￿C-Wasserbad rasch aufgetaut und in 10 ml vorgew￿rmtes Medium
￿berf￿hrt und pelletiert (400g, 5 min., RT). Das Pellet wurde in frischem Medium
resuspendiert und in eine Kulturflasche ￿berf￿hrt.2. Material und Methoden
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2.2.2.4 Transiente Transfektion von Zellen
A Calcium-Phosphat-Präzipitation
293T-Zellen wurden nach der Calcium-Phosphat-Pr￿zipitations-Methode transfiziert (Graham
und van der Eb, 1973). Hierf￿r wurden die Zellen am Tag vor der Transfektion ausges￿t
(Zellzahl s. u.). Die DNA-L￿sung wurde mit Calciumchlorid gemischt und mit Wasser auf das
entsprechende Volumen erg￿nzt (s. u.) . Zu dieser L￿sung wurde tropfenweise 2xHBS unter
Vortexen zugegeben. Nach einer 15-min￿tigen Inkubation wurden die Pr￿zipitate auf den
Zellen verteilt. Die Kristalle wurden nach 16 Stunden durch Waschen mit PBS entfernt und
die Zellen f￿r weitere 24 bis 48 Stunden kultiviert. Es wurden folgende Mengen eingesetzt:
Kulturschale Zellzahl DNA Vol der DNA-CaCl2-Lsg 2.5 M CaCl2 2xHBS
10cm-Schale 2 Mio 5-10 µ g 500 µ l 50 µ l 500 µ l
12-Loch-Schale 150000 1-3 µ g 50 µ l5   µ l5 0  µ l
B Elektroporation
M12.4.1-Zellen und Ba/F3-IL-4R-Zellen wurden mit Elektroporation transfiziert. Hierf￿r
wurden 1x10
7 bzw. 5x10
6 Zellen mit 20 µ g DNA (der Ansatz wurde mit pUC oder pBSK
erg￿nzt) in einem Volumen von 500 µ l serumfreien Medium f￿r 5 min. bei RT inkubiert und
bei 300 bzw. 350 V und 960µ F elektroporiert. Nach einer 5 min￿tigen Inkubation bei 37￿C im
Inkubator wurden die Zellen in serumhaltiges Kulturmedium ￿berf￿hrt und weiter kultiviert.
Sollten die Zellen in einem Reportergenexperiment mit Zytokin stimuliert werden, so wurden
die Zellen nach 4 Stunden in zwei Ans￿tze geteilt, ein Ansatz mit Zytokin versetzt und f￿r
weitere 20 Stunden kultiviert.
C Transfektion mithilfe von verschiedenen Transfektionsreagenzien
HeLa-Zellen, HepG2-Zellen und 293GPG-Zellen wurden mit Superfekt Transfektionsreagenz
(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers transfiziert. F￿r die Transfektion von NCI-
H292-Zellen wurden das Reagenz Fugene￿6 (Roche, Diagnostics GmbH, Mannheim) nach
Angaben des Herstellers verwendet.
Sollten die Zellen in einem Reportergenexperiment mit Zytokin stimuliert werden, so wurden
die entsprechenden Ans￿tze am Tag nach der Transfektion mit Zytokin versetzt und f￿r
weitere 16 Stunden kultiviert.
2.2.2.5 Virale Transduktion von Zellen
Als Verpackungszellinie wurden 293GPG-Zellen verwendet, die die viralen Kapselproteine
und die Polymerase von MLV konstitutiv exprimieren und die das G-Glyco-H￿llprotein vom
Vesikul￿ren Stomatitis-Virus induzierbar exprimieren (Tetoff-System).2. Material und Methoden
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Je 200000 Zellen wurden auf mit Gelatine beschichteten Sechser-Platten ausges￿t und am
n￿chsten Tag mit je 2 µ g der retroviralen DNA und 10 µ l Superfekt (Qiagen, Hilden)
transfiziert. Nach ca. 5-6 Tagen wurden die ￿berst￿nde, die den Virus enthalten, gesammelt.
Die Zielzellen (je 200000) wurden in Sechser-Platten ausges￿t und f￿r 24 Stunden mit den
Virus-￿berst￿nden inkubiert. Dies wurde 1-2 x wiederholt. Danach wurden die Zielzellen
wieder in ihrem Wachstumsmedium weiterkultiviert und die Transduktionseffizienz ￿berpr￿ft.
2.2.2.7 FACS-Analyse von Zellen
Bestimmung der CD23-Expression: 1x10
6 M12.4.1-Zellen wurden einmal in PBS gewaschen
und in 100 µ l PBS f￿r 5 min. mit 1 µ g FcBlock auf Eis inkubiert. Danach wurden 1 µ g PE-
gekoppelter Anti-CD23-Antik￿rper zugegeben und weitere 20 min. auf Eis inkubiert. Die
Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und im FACS-Calibur analysiert.
2.2.3 Proteinbiochemische Methoden
2.2.3.1 NETN2-Gesamt-Zellextrakte
Die Zellen wurden in eiskaltem PBS gewaschen und abgeschabt. Die Zellen wurden
pelletiert (1000 g, 5 min., 4￿C) und in eiskaltem Lysepuffer (NETN2: 20 mM Tris/HCl, pH 8.0,
100 mM NaCl, 1mM EDTA, 1 mM DTT, 0.2% (v/v) NP-40, 10% (v/v) Glycerol), der mit
Protease- und Phosphataseinhibitoren versetzt wurde, resuspendiert. Nach einer 10-
min￿tigen Inkubation auf Eis wurde das Lysat gekl￿rt (20000g, 10 min., 4￿C) und der
￿berstand in ein neues Gef￿￿ ￿berf￿hrt.
2.2.3.2 Detergenz-freie WCE-Gesamt-Zellextrakte f￿r EMSA
Die Zellen wurden in eiskaltem PBS gewaschen und abgeschabt. Nach 5-min￿tiger
Zentrifugation bei 500 g und 4￿C wurde das Zellpellet in 3-5 Vol (bezogen auf das Zellpellet)
Lysepuffer (WCE: 20 mM Hepes/NaOH, pH 7.9, 400 mM NaCl, 50 mM KCl, 0.1mM EDTA,
1.5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 20% (v/v) Glycerol), der mit Protease- und
Phosphataseinhibitoren versetzt wurde, resuspendiert. Die Zellen wurden durch 3-maliges
Frieren (fl￿ssiger Stickstoff) und Tauen (37￿C Wasserbad) lysiert. Das Lysat wurde gekl￿rt (5
min. bei 20000g, 4￿C) und f￿r EMSA-Experimente verwendet.2. Material und Methoden
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2.2.3.3 Zellysate f￿r Reportergenexperimente
Die Zellen wurden einmal in PBS gewaschen und abgeschabt. Das Zellpellet wurde in 50 µ l
Lysepuffer (25 mM Glycylglycin, pH 7.8, 8 mM MgSO4, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 15% (v/v)
Glycerol, 1 % (v/v) Triton-X100) lysiert. Nach 10 min￿tiger Inkubation auf Eis wurde das
Lysat zentrifugiert (20000g, 10 min., 4￿C).
2.2.3.4 Bestimmung der Luziferase- und β -Galaktosidase-Aktivit￿t
F￿r die Bestimmung der Luziferase-Aktivit￿t wurden je 10 µ l Zellextrakt in eine
Mikrotiterplatte (Microlite￿2, Dynex, Frankfurt) pipettiert und in einem Luminometer
(MicroLumat LB96 P, EG&G Berthold) nach Zugabe von 50 µ l Luziferin-L￿sung (20 mM
Tricine/NaOH, pH 7.8, 1.07 mM [MgCo3]4￿Mg[OH]2￿5H20, 2.67 mM MgSO4, 0.1 mM EDTA,
33 mM DTT, 270 µ M Coenzym A, 470 µ M Luziferin, 530 µ M ATP) analysiert.
Die Luziferase oxidiert das Luziferin in einer ATP-abh￿ngigen Reaktion, wobei Licht emittiert
wird. Die auftretende Lichtemission nach Injektion von Luziferin wurde ￿ber einen Zeitraum
von 30 sec. bei 562 nm gemessen.
F￿r die Bestimmung der β -Galaktosidase-Aktivit￿t wurde je 3.3 µ l    Zellextrakt mit 33.3 µ l
Reaktionspuffer (1mM MgCl2, 100 mM Phosphatpuffer, pH 8.0, 1x Galacton (Tropix,
Bedfort)) in einer Mikrotiterplatte  f￿r 45-120 min. inkubiert. Die nach Injektion von 50 µ l
Verst￿rker (200 mM NaOH, 10 % (v/v) Emerald Lumineszenz-Verst￿rker (Tropix, Bedfort))
auftretende Lichtemission wurde ebenfalls im Luminometer mit der gleichen Einstellung wie
bei der Luziferase-Messung gemessen. Die Luziferase-Werte wurden ￿ber die β -
Galaktosidase-Werte normiert. Der normierte Wert ergibt sich durch Multiplikation des
jeweiligen Luziferase-Werts mit dem Quotienten von Durchschnitts-β -Galaktosidase-Wert
(aller Werte eines Transfektionsansatzes) und dem jeweiligen β -Galaktosidase-Wert einer
Probe. Es wurden mindestens drei unabh￿ngige Experimente durchgef￿hrt und ausgewertet.
2.2.3.5 In vitro-Transkription und Translation
Die Transkription von cDNA und die anschlie￿ende Synthese von Proteinen in Gegenwart
von 
35S-Methionin wurde mithilfe des TNTQuickcoupled Reticulocyte lysate System
(Promega Deutschland GmbH, Mannheim) nach Angaben des Herstellers durchgef￿hrt.2. Material und Methoden
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2.2.3.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Bei der denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970) werden Polypeptide in Proteingemischen nach dem Molekulargewicht aufgetrennt. Es
wurde das mini-Protean II Gelelektrophoresesystem von Biorad (M￿nchen) verwendet. Die
Zusammensetzung der Sammel- und Trenngele wurde dem Protokoll von Sambrook (1989)
entnommen. Die Gele wurden in eine Gelkammer mit SDS-Laufpuffer aufgebaut. Die Proben
wurden mit SDS-Probenpuffer (Roth, Karlsruhe) versetzt, 2 min. bei 95￿C erhitzt, 3 min. bei
20000g zentrifugiert und in die Taschen des Sammelgels geladen. Die Elektrophorese wurde
bei 150-180 V durchgef￿hrt.
2.2.3.7 Coomassie-F￿rbung von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen
Die Gele wurden ￿ber Nacht in Coomassie-F￿rbel￿sung (40% (v/v) Ethanol, 10% (v/v)
Essigs￿ure, 0.25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue) inkubiert. Sie wurden mit Entf￿rbel￿sung
(40% (v/v) Ethanol, 10% (v/v) Essigs￿ure) entf￿rbt. Danach wurden die Gele gew￿ssert und
auf einem Whatmannpapier im Geltrockner getrocknet.
2.2.3.8 Detektion von 
35S-markierten Proteinen in Polyacrylamid-Gelen
(Fluorographie)
F￿r die fluorographische Detektion wurden die Gele f￿r 1 Stunde in Enlight (Energene,
Regensburg) inkubiert und anschlie￿end auf einem Geltrockner getrocknet. Die Gele wurden
￿ber Nacht in Gegenwart einer Verst￿rkerfolie bei -80￿C auf R￿ntgenfilmen (Fuji, D￿sseldorf)
exponiert.
2.2.3.9 Western-Blot und Immunodetektion
Der Western-Blot dient dem Transfer von Proteinen aus SDS-PAGE auf Membrane (Towbin
et al., 1979). Auf der Membran k￿nnen Proteine dann ￿ber spezifische Antik￿rper detektiert
werden. F￿r den Western-Blot wurde ein Semi-Trockenblotger￿t (QWL) der Firma Peqlab
(Erlangen) verwendet. Der Transfer erfolgte in einem diskontinuierlichen Puffersystem mit 5
mA/cm
2 ￿ber einen Zeitraum von 1 h. Es wurden PVDF-Membrane und Gel-Blottingpapiere
von Schleicher und Sch￿ll (Dassel) verwendet. Der Blot wurde von unten nach oben wie folgt
aufgebaut: Kathode / 2 in AP1 getr￿nkte Papiere / 3 in AP2 getr￿nkte Papiere / Membran /
Gel / 4 in KP getr￿nkte Papiere / Kathode.2. Material und Methoden
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Nach dem Transfer wurde die Membran zur Abs￿ttigung freier Proteinbindestellen f￿r 1 h in
TBS/T mit 3 % (w/v) Magermilch (=Blockierl￿sung) inkubiert. Danach wurde f￿r 2 h mit dem
jeweiligen Antik￿rper (in Blockierl￿sung) inkubiert. Nichtgebundener Antik￿rper wurde durch
3-maliges Waschen (3x 5 min.) mit TBS/T entfernt. Der gebundene Prim￿rantik￿rper wurde
mit Peroxidase-gekoppeltem Sekund￿rantik￿rper (in Blockierl￿sung) f￿r 1 Stunde inkubiert.
Nach 3-maligem Waschen (s. o.) erfolgte die Detektion mithilfe von Nova-Reagenz
(Energene, Regensburg). Nova enth￿lt ein Substrat der Peroxidase, welches unter
Lichtemission umgesetzt wird. Die Signale wurden mit R￿ntgenfilmen detektiert.
2.2.3.10 GST-Fusionsproteine: Pr￿paration von Rohlysaten
Mithilfe von GST-Fusions-Vektoren (pGEX, Amersham Biosciences, Freiburg) k￿nnen
fremde Polypeptide in E. coli als Fusion mit Glutathion-S-Transferase (GST) von
Schistosoma japonicum hergestellt werden. Dieses Vektorsystem erm￿glicht eine
induzierbare Expression sowie die affinit￿tschromatographische Aufreinigung des nativen
Fusionsproteins ￿ber immobilisiertes Glutathion. Der entsprechende GST-Vektor wurde in
den Bakterienstamm BL21-DE3-LysS transformiert. Eine Vorkultur von 5 ml LB-Medium mit
Antibiotika wurde mit einer Einzelkolonie beimpft und ￿ber Nacht bei 37￿C gesch￿ttelt. Am
anderen Morgen wurden 250 ml frisches Medium mit der Vorkultur beimpft und bis zu einem
OD600-Wert von 0.6 weiter kultiviert. Die Expression der GST-Proteine wurde durch Zugabe
von Isopropylβ -D-Thiogalactopyranosid (IPTG, Endkonzentration 0.5 mM) induziert. Nach ca.
1-2 Stunden wurden die Bakterien pelletiert (3000 g, 15 min.) und in 3.75 ml Lysepuffer (50
mM Tris/HCl, pH 8.0, 250 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerol, 1% (v/v) Triton-X100), der mit 1mM
DTT und Proteaseinhibitor komplettiert wurde, aufgenommen. Die Bakterien wurden durch
dreimaliges Frieren (fl￿ssiger Stickstoff) und Tauen (37￿C, Wasserbad) lysiert. Die DNA
wurde durch Ultraschall-Behandlung (Branson Sonifier 250, G. Heinemann Schw￿bisch
Gm￿nd) geschert. Das Lysat wurde durch Zentrifugation bei 20000g (30 min., 4￿C) gekl￿rt.
Der ￿berstand (=Rohlysat) wurde aliquotiert, in fl￿ssigem Stickstoff eingefroren und bei -
80￿C gelagert.
2.2.3.11 CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzene)-Assay
Mithilfe des CDNB-Assay wird die Menge an GST in einer L￿sung (z. B. Rohlysat) bestimmt.
1-2 µ l der L￿sung wurden auf einer Mikrotiter-Platte mit 100 µ l Reaktionspuffer (10 mM
Phosphatpuffer, pH 6.5, 1 mM Glutathion, 1 mM CDNB) gemischt.2. Material und Methoden
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In einem ELISA-Reader (Spectro Max340, MWG, Biotech) wurde ￿ber die Absorption bei
340 nm ￿ber einen Zeitraum von 7 min (1 Me￿wert pro Minute) die
Reaktionsgeschwindigkeit vmax ermittlelt. vmax ist direkt proportional zur Enzymmenge und ist
daher ein Ma￿ f￿r den Gehalt von GST.
2.2.3.12 GST-Fusionsproteine: Aufreinigung und Dialyse
F￿r die Herstellung von gereinigten Fusionsproteinen wurden zun￿chst Rohlysate wie in
Abschnitt 2.2.3.10 beschrieben, hergestellt. Abweichend davon wurde ein Volumen von 10
ml Lysepuffer f￿r ein Bakterienpellet aus 200 ml Kultur eingesetzt. Das gekl￿rte Lysat wurde
mit 300 µ l ￿quilibrierter Glutathion-Sepharose (Amersham Biosciences, Freiburg) f￿r 1
Stunde bei 4￿C inkubiert. Unspezifisch bindende Proteine wurden durch dreimaliges
Waschen mit 10 ml Lysepuffer entfernt. Danach wurde dreimal mit detergenzfreiem
Lysepuffer (50 mM Tris/HCl, pH 8.0, 250 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerol) gewaschen. Die
GST-Fusionsproteine wurden schlie￿lich mit Elutionspuffer eluiert (50 mM Tris/HCl, pH 8.0,
100 mM NaCl, 20 mM Glutathion). Die einzelnen Fraktionen wurden ￿ber CDNB-Assay auf
ihren GST-Gehalt hin analysiert. Die Fraktionen mit h￿chstem GST-Gehalt wurden
gesammelt und gegen 1xPBS oder 50 mM Tris/HCl, pH 8.0 dialysiert.
2.2.3.13 Poly-Histidin-Fusionsproteine: Pr￿paration von Rohlysaten,
Aufreinigung und Dialyse
F￿r die Herstellung von Polyhistidin-Fusionsproteinen wurde das pET-Vektorsystem von
Novagene verwendet. Die Fusions-Konstrukte wurden in E. coli exprimiert und die
Fusionsproteine ￿ber ein Polyhistidin-Anhang aufgereinigt. Der Vektor enth￿lt einen T7-
Promotor vor der f￿r das Fusionsprotein kodierenden Region. Die cDNA der T7-Polymerase
ist im Genom der BL21-DE3-Lys kodiert und deren Expression wird durch einen Tac-
Promotor reguliert, d. h. nach Induktion mit IPTG wird zun￿chst die T7-Polymerase gebildet,
welche dann wiederum das entsprechende Gen im pET-Vektor transkribiert.
Der jeweilige pET-Vektor wurde in BL21-DE3-LysS transformiert. Die Kultur der Bakterien,
die Induktion der Expression und die Lyse erfolgte wie unter Punkt 2.2.3.10 beschrieben.
Abweichend davon wurden die Bakterien zus￿tzlich unter Chloramphenicol gehalten und
eine ￿bertagkultur eingesetzt. Das gekl￿rte Lysat wurde mit 300 µ l ￿quilibrierter Ni-NTA-
Agarose (Qiagen, Hilden) bei 4￿C inkubiert. Es wurde 3 mal mit je 10 ml Puffer (50 mM
Tris/HCl, pH 8.0, 1 M NaCl, 10% (v/v) Glycerol, 20 mM Imidazol) gewaschen.2. Material und Methoden
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Danach wurde 3 mal mit dem Puffer (50 mM Tris/HCl, pH 8.0, 300 mM NaCl, 10% (v/v)
Glycerol, 20 mM Imidazol) gewaschen. Anschlie￿end wurde durch Zugabe von
Elutionspuffer (50 mM Tris/HCl, pH 8.0, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol) eluiert. Die
einzelnen Fraktionen wurden durch SDS-PAGE und Coomassie-F￿rbung analysiert. Die
Fraktionen mit der h￿chsten Proteinkonzentration wurden gesammelt und gegen
Dialysepuffer (50 mM Tris/HCl, pH 8.0) dialysiert.
2.2.3.14 Proteininteraktionsstudien (GST-Pulldown-Experimente)
Mithilfe von GST-Pulldown-Experimenten wurde die in vitro-Interaktion von Proteinen
untersucht. Dabei wurde der eine Partner als GST-Fusionsprotein vorgelegt, w￿hrend das
zweite Protein ein in vitro-translatiertes, radioaktiv markiertes oder ein bakteriell exprimiertes,
gereinigtes Poly-Histidin-Fusionsprotein darstellte. Die Reaktion wurde wie in (Litterst und
Pfitzner 2001) beschrieben, durchgef￿hrt. Die Proteine wurden durch Zugabe von 20 µ l
2xSDS-Probenpuffer eluiert. 3/4 des Ansatzes wurde ￿ber SDS-PAGE und Fluorographie
analysiert. Der restliche Ansatz wurde nach SDS-PAGE mit Coomassie gef￿rbt.
2.2.3.15 Immunpr￿zipitation
Mithilfe der Immunpr￿zipitation (IP) wurden Protein-Komplexe in Zellen analysiert. Das
Zellextrakt wurde zun￿chst zur Entfernung unspezifisch bindender Proteine mit ProteinA/G-
Sepharose (Pierce, via KMF, St. Augustin) inkubiert. Nach 1 Stunde wurde die Sepharose
durch Zenrifugation (20000g, 5 min., 4￿C) pelletiert. Der ￿berstand wurde mit Antik￿rper (je
2-5 µ g) versetzt. Die Inkubation erfolgte auf einem Rotator bei 4￿C f￿r 3 Stunden oder ￿ber
Nacht. Danach wurden 25 µ l ProteinA/G-Sepharose zugegeben. Nach weiteren 2 Stunden
Inkubation wurde die Sepharose pelletiert (500 g, 1 min. 4￿C), 3 mal mit NETN2-Puffer
gewaschen und mit 30 µ l 2xSDS-Probenpuffer (Roth) versetzt. Die Proben wurden ￿ber
SDS-PAGE und Western-Blot analysiert.
2.2.3.16 EMSA (Electrophoretic mobility shift assay)
Die doppelstr￿ngige, radioaktiv markierte Probe (ca. 3 fMol mit 20000cpm), wurde mit 5-8 µ g
WCE-Zellextrakt (Abschnitt 2.2.3.2) f￿r 30 min. bei RT in Reaktionspuffer (10 mM Hepes, pH
7.9, 50 mM NaCl, 10 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10 % Glycerol, 0.5 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 0.1
mg/ml Poly(dI/dC)) inkubiert.2. Material und Methoden
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Die Nukleoproteinkomplexe wurden auf einem nativen 4%igen TBE-Polyacrylamidgel (0.5X
TBE, 2.5 % (v/v) Glycerol) bei 150V aufgetrennt. Nach dem Lauf wurde das Gel getrocknet
und ￿ber Nacht auf einem R￿ntgenfilm in Gegenwart einer Verst￿rkerfolie bei -80￿C
exponiert.
2.2.3.17 ELISA (Enzyme linked Immunosorbend Assay) und Nachweis der
Meerettich-Peroxidase ￿ber ortho-Phenylendiamine (OPD)
Der ELISA dient der Detektion von spezifischen Antik￿rpern, l￿slichen Antigenen oder
Antigenen auf der Zell-Oberfl￿che. L￿sliche Reaktanten werden aus einem Gemisch durch
spezifische Bindung an immobilisierte Reaktanten isoliert und detektiert.
Die Antik￿rper und Streptavidin wurden, wenn nicht anders vermerkt, 1:2000 verd￿nnt.
Waschpuffer 1 1xPBS, 0.05% (v/v) Tween 20
Waschpuffer 2 1xPBS, 0.1 % (v/v) Tween20
Abs￿ttiger 1  1xPBS, 3% (w/v) Trockenmilch, 0.05% (v/v) Tween 20
Abs￿ttiger 2 1xPBS, 1% (w/v) BSA, 5% (w/v) Saccharose, 0.05% Natriumazid
Abs￿ttiger 3 1xPBS, 2 % (w/v) BSA, 0.1 % (v/v) Tween20
Abs￿ttiger 4 1xPBS, 5% (w/v) BSA, 0.1 % (v/v) Tween 20
A Quantifizierung der Affinität der Kaninchen-Antikörper zu STAT6
Um die Affinit￿t der Kaninchen-Antiseren zu STAT6 zu quantifizieren, wurden ELISA-Platten
(GST96 well Detection Module, von Amersham Biosciences, Freiburg), die mit GST-AB
beschichtet sind, verwendet. Die Antik￿rper wurden in Abs￿ttiger 1 angesetzt.
GST-STAT6-TAD-Rohlysate wurden in Abs￿ttiger 1 auf den Platten inkubiert. Als Kontrolle
f￿r unspezifische Bindung der Antiseren wurde der Abs￿ttiger alleine verwendet.
Nach Entfernen nichtbindender Proteine durch Waschen mit Waschpuffer 1 wurden die
Kaninchen-Antiseren f￿r 1 Stunde zu dem immobilisierten GST-STAT6-Fusionsprotein bzw.
zu den Kontrollans￿tzen (1:1000) zugegeben. Nach 3-maligem Waschen wurden spezifisch
gebundene Antik￿rper ￿ber Meerettich-Peroxidase-gekoppelten Anti-Kaninchen-Antik￿rper
detektiert. Hierf￿r wurde der sekund￿re Antik￿rper f￿r 1 Stunde zugegeben. Nach 5-maligem
Waschen wurden die gebundenen Sekund￿rantik￿rper detektiert. Der Nachweis der
Peroxidase geschah ￿ber das Substrat ortho-Phenylendiamine (OPD), welches zu einem
Farbstoff umgesetzt wird, wie unter D beschrieben. Es wurden jeweils Dreierans￿tze
angesetzt und ausgewertet.
B Quantifizierung von Eotaxin-3 im Kulturüberstand von 293T-Zellen
Der Detektionsantik￿rper und Streptavidin wurden in Abs￿ttiger 3 angesetzt. Mikrotiterplatten
(Costar, Bodenheim) wurden mit 500 ng/Loch polyklonalem Ziegen-Anti-Eotaxin-3-Antik￿rper
in PBS ￿ber Nacht bei 4￿C inkubiert. Nicht gebundener Antik￿rper wurde durch 3-maliges
Waschen mit 200 µ l Waschpuffer 2 entfernt. Die Platten wurden durch Inkubation mit
Abs￿ttiger 2 bei RT f￿r 3 Stunden abges￿ttigt.2. Material und Methoden
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Nach dreimaligem Waschen (s. o.) wurden 100-300 µ l der Zell￿berst￿nde in Dreierans￿tzen
in die L￿cher pipettiert und ￿ber Nacht bei 4￿C inkubiert. Wieder wurde 3x gewaschen. Zur
Detektion des immobilisierten Eotaxin-3 wurde 25 ng/Loch biotinylierter polyklonaler Ziegen-
Anti-Eotaxin-3-Antik￿rper f￿r 2 Stunden bei RT zugegeben. Nach dreimaligem Waschen
wurde Streptavidin-gekoppelte Meerettich-Peroxidase (Jackson-Immunoresearch
Laboratories) zugegeben. Nach 1 Stunde wurde 5 mal gewaschen und wie unter D
beschrieben detektiert. Es wurden jeweils Dreierans￿tze auf den Platten angesetzt. Drei
unabh￿ngige Versuchsreihen wurden ausgef￿hrt und ausgewertet.
C Quantifizierung der STAT6-NCoA-1-Interaktion
Der Detektionsantik￿rper wurden in Abs￿ttiger 4 angesetzt.
500 ng von GST-STAT6 (AS 677-847) Fusionsprotein wurde in 1XPBS ￿ber Nacht auf
Mikrotiter-Platten bei 4￿C inkubiert. Nicht gebundenes Protein wurde durch dreimaliges
Waschen mit Waschpuffer 2 entfernt. Die Platten wurden durch Inkubation mit Abs￿ttiger 4
bei RT f￿r 2 Stunden blockiert. Nach dreimaligem Waschen (s. o.) wurden 250 ng Histidin-
NCoA-1(AS 213-462)-Fusionsprotein (in Waschpuffer 2) in die L￿cher pipettiert und f￿r 1
Stunde bei RT inkubiert. Wieder wurde 3x gewaschen. Zur Detektion des immobilisierten
NCoA-1 wurde monoklonaler Maus-Anti-Penta-Histidin-Antik￿rper f￿r 1 Stunde bei RT
zugegeben. Nach dreimaligem Waschen wurde Meerettich-Peroxidase-gekoppelten Anti-
Maus-Antik￿rper zugegeben und f￿r 1 Stunde inkubiert. Danach wurde 5 mal gewaschen
und wie unter D beschrieben detektiert. Es wurden jeweils Dreierans￿tze angesetzt und
ausgewertet.
Alternativ wurden Ni-NTA-Platten (Qiagen) verwendet, die mit Nitrilotriessigs￿ure und
chelatisch gebundenem Nickelionen beschichtet sind. Diese erlauben die spezifische
Kopplung von Poly-Histidin-NCoA-1-Fusionsprotein aus bakteriellen Rohlysaten. Nach
Entfernen nicht gebundener Proteine und einem Blockierungsschritt (s. o) wurde mit
gereinigtem GST-STAT6-Fusionsprotein (250￿500 ng) f￿r 1 Stunde inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen wurde Meerettich-Peroxidase-gekoppelter Anti-GST-Antik￿rper
(1:10000, in Abs￿ttiger 4, Amersham, Pharmacia, Life Science) zugegeben. Danach wurde 5
mal gewaschen und wie unter Abschnitt D beschrieben detektiert. Es wurden jeweils
Dreierans￿tze angesetzt und ausgewertet.
D Nachweis der Meerettich-Peroxidase über ortho-Phenylendiamine (OPD)
100 µ l Substratl￿sung (1 mg/ml OPD (Sigma), 0.05M Phosphat-Citrat-Puffer (Sigma), 0.03%
H2O2) wurde zugegeben und f￿r 6 min. im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 100 µ l 1 N H2SO4 gestoppt. Die Differenz der Absorption bei 492 und 620 nm,
die direkt proportional zur Peroxidase-Aktivit￿t ist, wurde in dem ELISA-Reader Spectro
Max340 (MWG, Biotech) Ger￿t bestimmt.3. Ergebnis
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3. Ergebnis
3.1 Untersuchung der Beteiligung der p160/SRC-1-
Koaktivator-Familie bei der STAT5-vermittelten
Genaktivierung
3.1.1 Bedeutung der p160/SRC-1-Koaktivator-Familie f￿r die
STAT5-vermittelte Transaktivierung
Es gib zwei verschiedene STAT5-Gene im Maus-Genom. Die beiden Proteine
STAT5a und STAT5b haben eine zu ungef￿hr 95% identische
Aminos￿uresequenz (Liu et al., 1995) und unterscheiden sich haupts￿chlich in
der carboxyterminal gelegenen Transaktivierungsdom￿ne. Beide Varianten
bilden Homo- und Heterodimere und transaktivieren die Prolaktin-induzierte β -
Kasein-Expression (Liu et al., 1995). Trotz der Sequenzunterschiede in den
Transaktivierungsdom￿nen werden beide STAT5-Varianten bei der Prolaktin-
induzierten Transaktivierung der β -Kasein-Expression durch p300/CBP
stimuliert (Pfitzner et al., 1998). P300/CBP assoziiert mit anderen
Koaktivatoren, beispielsweise mit Mitgliedern der p160/SRC-Familie (Torchia
et al., 1997; Yao et al., 1996). In dieser Arbeit sollte untersucht werden,
welche Funktion diese p160/SRC-Kofaktoren bei der durch STAT5a und
STAT5b vermittelten Transaktivierung des β -Kaseingens haben. Hierf￿r
wurden Reportergen-Experimente mit einem Luziferasegenkonstrukt, das die
Promotorregion des β -Kasein-Gens (-344 bis -1) enth￿lt, durchgef￿hrt (Abb.
3-1). Dieses Promotorfragment enth￿lt zwei Bindungselemente f￿r STAT5.
Um zu untersuchen, ob kotransfizierte Koaktivatoren die STAT5a-vermittelte
Transaktivierung des β -Kasein-Reporters steigern k￿nnen, wurden HeLa-
Zellen neben dem Reporterplasmid mit Expressionsvektoren f￿r STAT5a, f￿r
den Prolaktinrezeptor und f￿r die Koaktivatoren (letztere in verschiedenen
Mengen) in Doppelans￿tzen transient transfiziert. Eine H￿lfte der Ans￿tze
wurde jeweils mit Prolaktin stimuliert und die Luziferaseaktivit￿t in den
Zellextrakten bestimmt.3. Ergebnis
39
0
50000
100000
150000
200000
123456789 1 0
r
e
l
a
t
i
v
e
 
L
u
z
i
f
e
r
a
s
e
a
k
t
i
v
i
t
￿
t
0
50000
100000
150000
200000
250000
123456789 1 0
NCoA-1 [ng]
NCoA-2 [ng]
NCoA-3 [ng]
50
200
100 200
200
100
100
50
50
200 K [ng] 100 100 100 150 150 150
r
e
l
a
t
i
v
e
 
L
u
z
i
f
e
r
a
s
e
a
k
t
i
v
i
t
￿
t
STAT5a
STAT5b
-344 bis -1
A
TK
β -Kasein Promotor
LUC
B
- PRL
+PRL
- PRL
+PRL
Bei den Ans￿tzen ohne exogenes NCoA-1 erh￿hte sich die Luziferaseaktivit￿t
durch Prolaktinstimulation um einen Faktor 10 im Vergleich zu den
Basalwerten ohne Zytokinstimulus (Ansatz 1). Dies best￿tigt die Ergebnisse
fr￿herer Studien, in denen gezeigt wurde, da￿ STAT5 nach Aktivierung durch
Prolaktin ein starker Aktivator des β -Kasein-Promotors ist (Gouilleux et al.,
1994; Moriggl et al., 1996). Die Kotransfektion steigender Mengen des NCoA-
1-Expressionsvektors bewirkte eine graduelle Erh￿hung dieser STAT5a-
vermittelten Induktion der Luziferase-Expression bis um das F￿nffache, die
Basalwerte blieben aber unver￿ndert (Ans￿tze 2-4). Die Kotransfektion der
anderen Familienmitglieder NCoA-2 und NCoA-3 hatte dagegen keinen
Einflu￿ auf die STAT5-vermittelte Expression des β -Kasein-Reporters
(Ans￿tze 5-10). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, da￿ NCoA-1 als
Koaktivator von STAT5a wirken kann, w￿hrend die anderen
Familienmitglieder vermutlich keine Rolle bei der STAT5-vermittelten
Transaktivierung spielen.
Abb. 3-1 Bedeutung der
p160/NCoA-1-Familie
f￿r die STAT5-vermit-
telte Transaktivierung
des β -Kasein-Gens
A und B) HeLa-Zellen
wurden in Doppelans￿t-
zen mit dem β -Kasein-
Luziferase-Reporter
(1.25 µ g), den Expressi-
onsvektoren f￿r STAT5a
oder STAT5b (12.5 ng),
dem SV40-LacZ-Vektor
(12.5 ng), dem Prolaktin-
rezeptor (12.5 ng) und
den angegebenen
Mengen der Expres-
sionsvektoren f￿r NCoA-
1, -2 und -3 bzw. dem
Kontrollvektor K transfi-
ziert. Die H￿lfte der
Ans￿tze wurde mit
Prolaktin behandelt. Die
relative Luziferaseakti-
vit￿t in den Zellextrakten
wurde wie in Material
und Methoden beschrie-
ben bestimmt.3. Ergebnis
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Wenn HeLa-Zellen im gleichen experimentellen Ansatz mit STAT5b
transfiziert wurden, wurde bei Stimulation mit Prolaktin eine 12-fache
Erh￿hung der Luziferaseaktivit￿t im Vergleich zum Basalwert gemessen (Abb.
3-1B, Ansatz 1). Dies best￿tigt die Beobachtung fr￿herer Studien, n￿mlich
da￿ STAT5a und STAT5b sich im Transaktivierungspotential bez￿glich des β -
Kasein-Promotors in HeLa-Zellen nicht wesentlich unterscheiden (Pfitzner et
al., 1998). Steigende Mengen von NCoA-1-Expressionsvektor erh￿hten das
Transaktivierungspotential von STAT5b konzentrationsabh￿ngig (Ans￿tze 2-
4), bei der h￿chsten Menge wurde eine 5-fache Stimulation beobachtet.
Dagegen hatte die Koexpression von NCoA-2 einen geringeren Effekt
(Ans￿tze 5-7). Die Kotransfektion von NCoA-3 bewirkte bei der geringsten
Konzentration eine 2-fache Erh￿hung (Ansatz 8). H￿here Konzentrationen
reduzierten die Transaktivierung aber auf den Wert ohne exogenen
Koaktivator (Ans￿tze 9 und 10). Diese Experimente zeigen, da￿ NCoA-1 bei
der Transaktivierung des β -Kasein-Gens f￿r beide STAT5-Varianten als
Koaktivator wirkt. NCoA-2 und NCoA-3 scheinen eine untergeordnete Rolle zu
spielen, da STAT5a und STAT5b durch die Kotransfektion dieser
Koaktivatoren nicht bzw. nur geringf￿gig gef￿rdert werden.
3.1.2 Rekrutierung von p160/SRC-1-Koaktivatoren durch die
Transaktivierungsdom￿ne von STAT5 in Zellen
Das im oben beschriebenen Reporterplasmid enthaltene Fragment des β -
Kasein-Promotors enth￿lt neben zwei GAS-Elementen Bindestellen f￿r
andere Transkriptionsfaktoren. Um zu best￿tigen, da￿ der stimulierende
Effekt von NCoA-1 lediglich durch eine Koaktivierung von STAT5 zustande
kommt, wurde untersucht, ob NCoA-1 als Koaktivator der isolierten STAT5-
Transaktivierungsdom￿ne wirken kann. Die kodierende Region f￿r die
heterologe GAL4-DNA-Bindedom￿ne (GAL4-DBD, AS 1-147) wurde an die
Sequenz der Transaktivierungsdom￿ne von STAT5a bzw. STAT5b fusioniert
(Abb. 3-2A und B).3. Ergebnis
41
Diese GAL4-Konstrukte wurden gemeinsam mit einem Luziferase-Konstrukt,
das 3 GAL4-Bindungselemente in der Promotorregion enth￿lt, und mit den
Expressionsvektoren f￿r die p160/SRC-Koaktivatoren transfiziert (Abb. 3-2).
GAL4-DBD alleine besitzt wie bereits beschrieben ein sehr geringes
Transaktivierungspotential, die Kotransfektion von p160/SRC-Koaktivatoren
zeigte keinen signifikanten Effekt auf diese basale Aktivit￿t von GAL4-DBD
(Abb. 3-2A, Ans￿tze 1 und 4).
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Abb. 3-2 Rekrutierung von NCoA-1 durch die Transaktivierungsdom￿ne von STAT5a
und STAT5b in Zellen
A und B) Schematische Darstellung des Reporterplasmids (GAL4-RE)3-TK-LUC, der Struktur
von STAT5a, von STAT5b und der GAL4-Fusionskonstrukte.
HeLa-Zellen wurden mit dem Reporter (1.25 µ g), dem Standardisierungsvektor SV40-LacZ
(12.5 ng), Expressionsvektoren f￿r GAL4-DBD, GAL4-DBD-STAT5a-TAD bzw. GAL4-DBD-
STAT5b-TAD ( 25 ng), zusammen mit NCoA-1, NCoA-2, NCoA-3 bzw. dem Kontrollvektor K
(400 ng) transfiziert.3. Ergebnis
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Das GAL4-STAT5a-TAD-Fusionskonstrukt erh￿hte die Luziferase-Aktivit￿t in
den Zelllysaten geringf￿gig (Ansatz 5). Dies ist im Einklang mit fr￿heren
Studien, die zeigen, da￿ die Transaktivierungsdom￿ne von STAT5a nur eine
schwache Aktivit￿t besitzt, wenn sie an die heterologe GAL4-DBD fusioniert
wird (Moriggl et al., 1997). Die ￿berexpression von NCoA-1 steigerte die
Aktivit￿t des GAL4-STAT5a-Fusionskonstrukt 20-fach (Ansatz 6). Im
Gegensatz dazu wurde nur eine leicht Erh￿hung bei der ￿berexpression von
NCoA-2 (Ansatz 7) bzw. kein Effekt bei NCoA-3 beobachtet (Ansatz 8). Die
GAL4-DBD-Fusion mit der transaktivierenden Dom￿ne von STAT5b besitzt
ebenso ein relativ schwaches Transaktivierungspotential (3-fach zu GAL4-
DBD alleine, Abb. 3-2B, Ansatz 5). Die ￿berexpression von NCoA-1
stimulierte diese Aktivit￿t um einen Faktor 17 (Ansatz 6). Die ￿berexpression
der beiden anderen Koaktivatoren blieb dagegen ohne Effekt (Ansatz 7 und
8). Zusammenfassend l￿￿t sich feststellen, da￿ NCoA-1, nicht aber die
anderen Familienmitglieder, ein spezifischer Koaktivator der Transaktivie-
rungsdom￿ne von STAT5 ist. Die beiden Isoformen STAT5a und STAT5b
verhalten sich diesbez￿glich gleich.
3.1.3 Interaktion von STAT5 und NCoA-1
Die bisherigen Untersuchungen zeigen, da￿ NCoA-1 ein Koaktivator f￿r
STAT5 ist und von der transaktivierenden Dom￿ne rekrutiert wird. Diese
Rekrutierung wird m￿glicherweise ￿ber eine Protein-Protein-Interaktion
vermittelt. Um einen Hinweis auf eine direkte Bindung zu bekommen, wurden
GST-Pulldown-Experimente mit bakteriellen GST-Fusionsproteinen
durchgef￿hrt. In zahlreichen Interaktionsstudien konnte keine reproduzierbare
Bindung nachgewiesen werden. Da die Interaktion durch sekund￿re
Modifikationen beeinflu￿t sein kann bzw. auch indirekt erfolgen kann, wurde
versucht, einen STAT5-NCoA-1-Komplex mit spezifischen Antik￿rpern aus
Zelllysaten zu pr￿zipitieren (Koimmunpr￿zipitation). Hierf￿r wurden
verschiedene Anti-STAT5- und Anti-NCoA-1-Antik￿rper ausgetestet.3. Ergebnis
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Auch dieser Ansatz lieferte ausschlie￿lich negative Ergebnisse. Um das
Problem einer m￿glichen sterischen Behinderung der Interaktion durch einen
Antik￿rper zu umgehen, wurde ein Green-Fluorescent-Protein-(GFP)-STAT5-
Fusionskonstrukt eingesetzt, das eine Pr￿zipitation des Fusionsproteins mit
einem Anti-GFP-Antiserum erlaubt. Die Fusion mit GFP hat keinen Einflu￿ auf
die STAT5a-vermittelte Transaktivierung des β -Kasein-Reporters (Philipp
Schild, Diplomarbeit). 293T-Zellen wurden mit diesem Konstrukt bzw. mit GFP
und mit NCoA-1 sowie dem Prolaktinrezeptor transfiziert, mit Prolaktin
stimuliert und lysiert (Abb. 3-3A). Mithilfe des Anti-GFP-Antiserums wurden
die GFP-Proteine pr￿zipitiert und die Anwesenheit von kopr￿zipitiertem
NCoA-1 im Western-Blot ￿berpr￿ft. Als Kontrolle wurde 1% der Zelllysate
parallel analysiert (Abb. 3-3A, Spuren 1, 3, 5, 7). GFP-STAT5a, das in einer
gro￿en Menge aus dem Zelllysat pr￿zipitiert wurde (Spur 8), bildete einen
Komplex mit NCoA-1 (Spur 4). NCoA-1 war in dem Kontrollansatz mit GFP in
einer vergleichbaren Menge vorhanden (vgl. Spuren 1 und 3). Es wurde
jedoch  nicht durch das Anti-GFP-Antiserum unspezifisch pr￿zipitiert (Spur 2).
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Abb. 3-3 Koimmunpr￿zipitation von STAT5 und NCoA-1,
A und B: 293T-Zellen wurden mit Expressionsvektoren f￿r GFP bzw. GFP-STAT5a (3 µ g),
dem Prolaktinrezeptor (0.5µ g), NCoA-1 (4µ g) (in B zus￿tzlich mit GR (3µ g)) transfiziert. Die
Zellen wurden mit Prolaktin (und in B zus￿tzlich mit Dexamethason) induziert und einer
Immunpr￿zipitation mit Anti-GFP-Antiserum unterzogen. Die pr￿zipitierten Proteine wurden
￿ber Western-Blot mit den angegebenen Antik￿rpern analysiert.3. Ergebnis
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Das gebundene NCoA-1 scheint im SDS-Gel ein wenig h￿her zu migrieren
(vgl. Spur 3 und 4). Dies k￿nnte darauf hindeuten, da￿ bevorzugt eine
modifizierte, z. B. phosphorylierte Form von NCoA-1 mit STAT5 interagiert.
In verschiedenen Studien wurde diskutiert, da￿ der Synergismus des
Glukokortikoid-Rezeptors und STAT5 (Stocklin et al., 1996) m￿glicherweise in
einer gemeinschaftlichen Rekrutierung eines Koaktivators begr￿ndet sein
k￿nnte. Um zu pr￿fen, ob der Glukokortikoidrezeptor die Interaktion von
STAT5 mit NCoA-1 verst￿rkt, wurde der Effekt der Kotransfektion des
Glukokortikoidrezeptors auf die Koimmunpr￿zipitation von STAT5 und NCoA-
1 analysiert. 293T-Zellen wurden mit GFP-STAT5 und NCoA-1 zusammen mit
dem Glukokortikoidrezeptor bzw. einem Kontrollvektor transfiziert. Die Zellen
wurden mit Dexamethason und Prolaktin stimuliert und lysiert. STAT5 wurde
mit GFP-Antiserum aus den Zelllysaten pr￿zipitiert (Abb. 3-3B, Spur 10, 12).
Die Proteine im Pr￿zipitat wurden mit Western-Blot analysiert. NCoA-1 wurde
von STAT5 gebunden (Abb. 3-3B, Spur 2, 4) und wie schon vorher
beobachtet, migrierte das gebundene Protein etwas h￿her als das Protein aus
dem Zelllysat (vgl. Spur 1 und 2). Auch der Glukokortikoidrezeptor konnte im
Pr￿zipitat von STAT5 detektiert werden (Spur 8), wenn der entsprechende
Expressionsvektor kotransfiziert wurde. Die ￿berexpression des
Glukokortikoidrezeptors hatte aber keinen signifikanten Effekt auf die Menge
von gebundenem NCoA-1 (vgl. Spur 2 und 4). Somit scheint NCoA-1 nicht in
den Synergismus von STAT5 und dem Glukokortikoidrezeptor involviert zu
sein.
3.1.4 Bedeutung der verschiedenen funktionellen Dom￿nen
von NCoA-1 bei der STAT5-vermittelten Transaktivierung
NCoA-1 besitzt verschiedene strukturelle und funktionelle Dom￿nen (Abb. 3-
4A).  Es sollte untersucht werden, welche dieser Dom￿nen notwendig f￿r die
Koaktivator-Funktion bei der STAT5-vermittelten Genexpression sind. Hierf￿r
wurden Deletionskonstrukte von NCoA-1 zum Einsatz gebracht, in denen die
verschiedenen funktionellen Dom￿nen deletiert wurden.3. Ergebnis
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Abb. 3-4 Sowohl die aminoterminale Region als auch die AD1-Dom￿ne von NCoA-1
sind notwendig f￿r die Koaktivierung von STAT5
A) Schematische Abbildung der Struktur von NCoA-1 sowie verschiedener
Deletionskonstrukte.
B) HeLa-Zellen wurden in Doppelans￿tzen mit dem β -Kasein-Luziferase-Reporter (1.25 µ g),
den Expressionsvektoren f￿r STAT5a (12.5 ng), Prolaktin-Rezeptor (12.5 ng), SV40-LacZ-
Vektor (12.5 ng) und verschiedenen NCoA-1-Konstrukten bzw. dem Kontrollvektor K (200 ng)
wie angegeben transfiziert. Eine H￿lfte der Ans￿tze wurde wie angegeben mit Prolaktin
behandelt.
Konstrukte, in denen die aminoterminale PAS-Dom￿ne, die p300/CBP-
Interaktionsdom￿ne Dom￿ne AD1 sowie die carboxyterminal gelegene zweite
Transaktivierungsdom￿ne AD2 fehlt (freundlicherweise von Malcom Parker
zur Verf￿gung gestellt, ￿bersicht in Abb. 3-4A), wurden eingesetzt. Diese
Deletionskonstrukte wurden in Reportergenexperimenten auf ihre F￿higkeit,
als Koaktivator von STAT5a zu wirken, analysiert. HeLa-Zellen wurden neben
diesen NCoA-1-Konstrukten mit STAT5a und dem Reporter kotransfiziert, mit
Prolaktin induziert und lysiert (Abb. 3-4B). Wenn die Kontroll-Zellen ohne
exogenes NCoA-1 mit Prolaktin stimuliert wurden, wurde wie erwartet eine
starke Erh￿hung der Luziferaseaktivit￿t in den Zelllysaten beobachtet (Abb. 3-
4B, Ansatz 1).3. Ergebnis
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Eine Kotransfektion mit Volll￿ngen-NCoA-1 f￿hrte, wie schon in Abb. 3-1
dokumentiert, zu einer mehr als 3-fachen Steigerung der
Luziferaseexpression (Ansatz 2). Die NCoA-1-Varianten, bei denen die PAS
oder die AD1-Dom￿ne deletiert sind, wiesen eine stark beeintr￿chtigte
Koaktivatorfunktion auf. Die Luziferaseaktivit￿t in diesen Ans￿tzen (∆ N Ansatz
3 und ∆ AD1 Ansatz 4) war wesentlich niedriger als die des Ansatzes 2 mit
Volll￿ngen-NCoA-1. Die Kotransfektion von dem Deletionskontrukt ∆ AD2
f￿hrte zu einer starken Stimulation der STAT5-vermittelten Transaktivierung,
die sogar noch ￿ber den Effekt des Volll￿ngen-NCoA-1 hinausging (Ansatz 5).
Auch die Basalaktivit￿t in Abwesenheit von Prolaktin wurde signifikant erh￿ht.
Dieses Ergebnis zeigt, da￿ die aminoterminale Dom￿ne und die AD1-Dom￿ne
von NCoA-1 wichtig f￿r die Koaktivator-Funktion sind. Die AD2-Dom￿ne wird
bei der Koaktivierung von STAT5 nicht ben￿tigt und scheint eine eher
inhibitorische Wirkung auf die Koaktivator-Funktion von NCoA-1 zu haben.
Um die Bedeutung der einzelnen funktionellen Dom￿nen von NCoA-1 f￿r
STAT5 zu untermauern, wurde ein zweiter experimenteller Ansatz gew￿hlt. Es
wurde untersucht, welchen Effekt die ￿berexpression der isolierten Dom￿nen
auf die STAT5-vermittelte Transaktivierung hat. Wenn die isolierten Dom￿nen
in der Zelle im ￿berschu￿ vorhanden sind, konkurrieren sie mit dem
endogenen NCoA-1 um seine Bindungspartner und blockieren Interaktionen.
Daher k￿nnte die ￿berexpression einer essentiellen Dom￿ne zu einer
Hemmung der Transaktivierung von STAT5 f￿hren (s. Abb. 3-5A).
Die isolierten Dom￿nen wurden als Fusion mit einem Hexa-Myc-Anhang
exprimiert (s. Abb. 3-5B), um eine Absch￿tzung der Proteinmengen in
Zellextrakten zu erm￿glichen. HeLa-Zellen wurden mit diesen Konstrukten
und STAT5a, dem Prolaktin-Rezeptor zusammen mit dem β -Kasein-
Reporterkonstrukt in Doppelans￿tzen transfiziert und eine H￿lfte der Ans￿tze
mit Prolaktin behandelt. Im Ansatz ohne NCoA-1, der mit Prolaktin induziert
wurde, wurde wiederum eine hohe Luziferase-Aktivit￿t gemessen (Abb. 3-5C,
Ansatz 1).3. Ergebnis
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Die ￿berexpression der aminoterminalen Dom￿ne von AS 1-571 (N), die die
bHLH, die PAS- sowie teilweise die S/T-reiche Dom￿ne einschlie￿t, reduzierte
die Luziferase-Aktivit￿t um 50%, verglichen mit der Vektor-Kontrolle. Der
gleiche Effekt wurde bei ￿berexpression der AD1-Dom￿ne, welche die
Interaktion mit p300/CBP vermittelt, erzielt (Ansatz 3).
Abb. 3-5 ￿berexpression
der verschiedenen
funktionellen Dom￿nen
von NCoA-1
A) Modell des Effekts von
isolierten Dom￿nen von
NCoA-1 auf den Koakti-
vator-STAT5-Komplex. Die
isolierten Dom￿nen PAS,
AD1 und AD2 binden an die
NCoA-1-Bindungspartner
und verhindern deren Inter-
aktion mit dem endogenen
NCoA-1. Die Dom￿nen im
Volll￿ngen-NCoA-1 sind in
kursiv eingezeichnet. X, Y
repr￿sentieren unbekannte
Interaktionspartner.
B) Schematische Abbildung
der Struktur von NCoA-1
sowie der Hexa-Myc-
Fusions-Konstrukte N, AD1,
AD2.
C und D) HeLa-Zellen
wurden in Doppelans￿tzen
mit dem β -Kasein-
Luziferase-Reporter (1.25
µ g), den Expressions-
vektoren f￿r STAT5a bzw.
STAT5b (12.5 ng), dem
Prolaktin-Rezeptor (12.5 ng)
und SV40-LacZ-Vektor (12.5
ng) transfiziert. Wie
angegeben, wurden die
aminoterminale Dom￿ne
(N), die AD1- und AD2-
Dom￿ne von NCoA-1 bzw.
der Kontrollvektor K
kotransfiziert (200 ng). Die
H￿lfte der Ans￿tze wurde
mit Prolaktin induziert.
E) Ein Aliquot der
Zellextrakte von C) wurde
￿ber SDS-PAGE und
Western-Blot mit einem Anti-
Myc-Antik￿rper analysiert,
um die Expression der
NCoA-1-Dom￿nen zu
￿berpr￿fen.3. Ergebnis
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Interessanterweise bewirkte aber auch die ￿berexpression der AD2-Dom￿ne,
welche sich von AS 1208-1442 erstreckt, eine sehr starke Reduktion der
Luziferaseaktivit￿t (Ansatz 4) verglichen mit der Vektorkontrolle (Ansatz 1).
Um die Menge der Dom￿nen in den Extrakten zu ￿berpr￿fen, wurde ein
Western-Blot-Experiment mit einem Anti-Myc-Antik￿rper durchgef￿hrt (Abb. 3-
5E). Die drei Dom￿nen sind in vergleichbaren Mengen vorhanden, so da￿ die
unterschiedlichen Effekte nicht auf Unterschiede in der Expressionsst￿rke
zur￿ckzuf￿hren sind. Diese Ergebnisse best￿tigen, da￿ die aminoterminale
Dom￿ne und die AD1-Dom￿ne eine wichtige Rolle bei der STAT5a-
vermittelten Transaktivierung spielen. Die AD2-Dom￿ne, die im
Volll￿ngenkonstrukt f￿r die Koaktivierung von STAT5a nicht notwendig ist,
wirkt trotzdem als isolierte Dom￿ne inhibitorisch auf die STAT5a-vermittelte
Transaktivierung.
Die Untersuchung der STAT5b-vermittelten Transaktivierung ergab ein
￿hnliches Bild: Die ￿berexpression der aminoterminalen und der AD1-
Dom￿ne hatte auch auf STAT5b einen inhibitorischen Effekt, das
Transaktivierungspotential reduzierte sich auf ein Viertel bzw. 50% des
Wertes der Vektorkontrolle (Abb. 3-5D, Ans￿tze 2 und 3). Die AD2-Dom￿ne
hatte auch auf die STAT5b-vermittelte Transaktivierung einen stark
inhibitorischen Effekt (Ansatz 4). Interessanterweise wurde aber auch der
Basalwert von Ansatz 4 stark reduziert.
Diese Experimente best￿tigen, das sowohl die aminoterminale als auch die
AD1-Dom￿ne eine wichtige Funktion bei der Koaktivierung von STAT5-
Proteinen hat. Die AD1-Dom￿ne vermittelt die Interaktion von NCoA-1 mit
p300/CBP. Vermutlich ben￿tigt STAT5 f￿r die maximale transkriptionelle
Aktivit￿t einen Koaktivator-Komplex aus p300/CBP und NCoA-1. Die Funktion
der aminoterminalen Dom￿ne von NCoA-1 k￿nnte in der Rekrutierung von
weiteren Effektorproteinen oder in der Vermittlung der Interaktion liegen.
Die AD2-Dom￿ne ist f￿r eine Stimulation der STAT5-vermittelten
Transaktivierung nicht erforderlich. Auf der anderen Seite hat die
￿berexpression dieser Dom￿ne einen ausgepr￿gten inhibitorischen Effekt auf
die STAT5-vermittelte Transaktivierung.3. Ergebnis
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3.1.5 Effekt der ￿berexpression von isolierten AD2-Dom￿nen
der p160/SRC-Koaktivatoren auf die STAT5-vermittelte
Transaktivierung
Die carboxyterminale Region der p160-Koaktivatoren besitzt eine schwache
HAT-Aktivit￿t und vermittelt die Bindung an weitere Effektorproteine, z. B.
Methyltransferasen. Um herauszufinden, welche Funktion der AD2-Dom￿ne
f￿r den inhibitorischen Effekt auf die STAT5-vermittelte Transaktivierung
verantwortlich ist, wurden verschiedene carboxyterminale Konstrukte
bez￿glich ihres inhibitorischen Potentials verglichen:
Das eben verwendete Konstrukt (AS 1208-1442, aus Ratte) und das
aminoterminal weiter verk￿rzte Konstrukt (AS 1258-1442, aus Ratte) bzw. das
entsprechende Maus-Konstrukt (AS 1251-1405). Bei den letzten beiden
Konstrukten ist die HAT-Dom￿ne (AS 1107-1216, (Spencer et al., 1997))
deletiert. Jedes dieser Konstrukte zeigte den gleichen inhibitorischen Effekt
wie das in Abb. 3-5 gezeigte AD2 Konstrukt (Daten nicht gezeigt). Somit
scheint der inhibitorische Effekt unabh￿ngig von der HAT-Funktion der AD2-
Dom￿ne zu sein.
Um zu untersuchen, ob der inhibitorische Effekt der AD2-Dom￿ne von NCoA-
1 auf einer spezifischen Eigenschaft von NCoA-1 beruht oder ob hier ein
Merkmal aller p160/SRC-Koaktivatoren vorliegt, wurden die entsprechenden
AD2-Dom￿nen von NCoA-2 und NCoA-3 getestet. Mithilfe des Programms
DNA-Star (Clustal-Methode) wurden die der k￿rzesten, hemmend wirkenden
Region (Maus NCoA-1, AS 1251-1405) entsprechenden AD2-Sequenzen von
NCoA-2 und NCoA-3 bestimmt. Ein Sequenzvergleich zeigt, da￿ die
Sequenzen zueinander um ca. 30% homolog sind (Daten nicht gezeigt). In
der k￿rzeren NCoA-3-Sequenz sind zwei Abschnitte mit einer L￿nge von 15
und 36 AS nicht vertreten. Die Sequenz der verschiedenen AD2-Dom￿nen
wurde mit einer Hexa-Myc-Sequenz fusioniert (s. Abb. 3-6A). In einem
Reportergenexperiment mit STAT5a und STAT5b wurde untersucht, welchen
Effekt diese AD2-Konstrukte der NCoA-1-Verwandten auf die
Transaktivierung des β -Kasein-Reporters haben (Abb. 3-6B).3. Ergebnis
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Wie schon vorher beobachtet, f￿hrte die ￿berexpression der NCoA-1-AD2-
Dom￿ne zu einer starken Reduktion der Luziferase-Aktivit￿t im Vergleich zur
Vektorkontrolle. Dies wurde sowohl f￿r STAT5a als auch f￿r STAT5b
beobachtet (Abb. 3-6B und C). Dagegen zeigten die AD-2 Dom￿nen der
beiden anderen Familienmitgliedern keinen Effekt, auch wenn geringe
Schwankungen beobachtet wurden (Abb. 3-6B und C, Ans￿tze 3, 4).
Abb. 3-6A Die AD2-
Dom￿ne von NCoA-1,
nicht von NCoA-2
oder -3 inhibiert die
STAT5-vermittelte
Transaktivierung
A) Schematische
Darstellung der Hexa-
Myc-Fusions-Kontrukte
mit den AD2-Dom￿nen
von NCoA-1, NCoA-2
und NCoA-3.
C und D) HeLa-Zellen
wurden in Doppel-
ans￿tzen mit dem β -
Kasein-Luziferase-Re-
porter (1.25 µ g), dem
Prolaktin-Rezeptor
(12.5 ng), den Expres-
sionsvektoren f￿r
STAT5a bzw. STAT5b
(12.5 ng) und dem
SV40-LacZ-Vektor
(12.5 ng) transfiziert.
Die AD2-Dom￿nen von
NCoA-1, NCoA-2 und
NCoA-3 bzw. der
Kontrollvektor K  wurde
kotransfiziert (200 ng).
Die H￿lfte der Ans￿tze
wurde mit Prolaktin
induziert.
D) Um die Protein-
menge der AD2-
Dom￿nen zu ￿ber-
pr￿fen, wurde ein
Aliquot der Zellextrakte
von B) ￿ber SDS-
PAGE und Western-
Blot mit einem Anti-
Myc-Antik￿rper
analysiert.3. Ergebnis
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Um abzusichern, da￿ die verwendeten Konstrukte gleich stark exprimiert
wurden, wurden die Zellysate im Western-Blot analysiert (Abb. 3-6D). F￿r die
AD2-Dom￿ne von NCoA-3 wurde eine geringere Proteinexpression
beobachtet (Spur 3). Diese Experimente best￿tigen, da￿ die AD2-Dom￿ne
von NCoA-1 einen stark inhibitorischen Effekt auf die STAT5-vermittelte
Transaktivierung aus￿bt, wenn im ￿berschu￿ vorhanden. Die homologen
Dom￿nen von NCoA-2 bzw. NCoA-3 zeigen diesen Effekt nicht, allerdings war
die AD2-Dom￿ne von NCoA-3 auch in geringeren Mengen vorhanden.
3.2 Untersuchung der Beteiligung der p160/SRC-
Koaktivatorfamilie bei der Koaktivierung von STAT6
3.2.1 Bedeutung der p160/SRC-1-Koaktivator-Familie f￿r die
STAT6-vermittelte Transaktivierung
STAT6 geh￿rt ebenfalls zur STAT-Familie und ist STAT5 am ￿hnlichsten.
Allerdings ist die Transaktivierungsdom￿ne wesentlich l￿nger und hat ein
st￿rkeres Potential. STAT6 ben￿tigt f￿r seine Transaktivierungsfunktion den
Koaktivator p300/CBP (Gingras et al., 1999). STAT6 bindet an den
carboxyterminalen Bereich von CBP, der die Interaktion mit Proteinen der
p160/SRC-Familie vermittelt, mit denen p300/CBP einen hochmolekularen
Koaktivatorkomplex bildet. Um eine Beteiligung der mit p300/CBP
assoziierten Koaktivatoren der p160/SRC-1-Familie an der STAT6-
vermittelten Transaktivierung zu untersuchen, wurden Reportergen-
Experimente durchgef￿hrt. Hierf￿r wurde ein Luziferase-Reporter-Konstrukt
verwendet, das 3 multimerisierte STAT6-Bindestellen aus dem GL ε  Promotor
der CH-Gene enth￿lt (Abb. 3-7). HepG2-Zellen, die sich durch IL-4-Zugabe
stimulieren lassen, wurden mit dem Luziferase-Reporter und
Expressionsvektoren f￿r STAT6 und die verschiedenen Koaktivatoren in
Doppelans￿tzen transfiziert. Nach der Transfektion wurde eine H￿lfte der
Ans￿tze mit IL-4 behandelt. Die Induktion mit IL-4 f￿hrte zu einer 6-fachen
Steigerung der basalen Reporter-Gen-Aktivit￿t (Abb. 3-7A).3. Ergebnis
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Dieser Induktionsfaktor erh￿hte sich auf 20, wenn NCoA-1 kotransfiziert
wurde. Dagegen zeigte die Kotransfektion von NCoA-2 und NCoA-3 keinen
Effekt auf die STAT6-vermittelte Transaktivierung des Reportergens. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, da￿ NCoA-1 ein Koaktivator von STAT6 ist,
w￿hrend hingegen die anderen Familienmitglieder NCoA-2, beziehungsweise
NCoA-3, keine Bedeutung bei der STAT6-vermittelten Transaktivierung
haben. STAT6 scheint also wie schon bei STAT5a und STAT5b gefunden,
pr￿ferenziell durch NCoA-1 und nicht durch die anderen Vertreter der Familie
koaktiviert zu werden.
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Abb. 3-7 NCoA-1, jedoch nicht NCoA-2 und NCoA-3, erh￿ht die IL-4-induzierte STAT6-
vermittelte Transaktivierung
A) Darstellung des N4(STAT-RE)3-LUC Reporterplasmids.
HepG2-Zellen wurden mit dem Reporterplasmid (2µ g), Expressionsvektoren f￿r STAT6 (25
ng), NCoA-1, NCoA-2, NCoA-3 bzw. mit dem leeren Expressionsvektor K (200 ng)
zusammen mit einem SV40-LacZ Expressionsplasmid (25 ng) in Doppelans￿tzen wie
angegeben transfiziert.
B) Dastellung des Reporterplasmids N4 (STAT-RE)4-LUC.
NCI-H292-Zellen wurden mit dem Reporterplasmid (0.5 µ g), SV40-LacZ (100 ng) sowie 100
ng NCoA-1 Expressionsvektor bzw. Kontrollvektor K in Doppelans￿tzen transfiziert.
A und B) Eine H￿lfte der Ans￿tze wurde wie angegeben mit IL-4 induziert.
Um auszuschlie￿en, da￿ es sich hierbei um einen Zelltyp-spezifischen Effekt
handelt, wurde dieses Experiment in einer anderen Zelllinie wiederholt, die
sich aus dem Lungenepithel ableitet, in dem STAT6 eine physiologische Rolle
hat. Hierf￿r wurde ein Reporterkonstrukt mit 4 STAT6-Bindungselementen
verwendet. NCI-H292-Zellen wurden mit dem Reporter und dem NCoA-1-
Expressionsvektor bzw. dem Kontrollvektor in Doppelans￿tzen transfiziert und
eine H￿lfte der Ans￿tze mit IL-4 behandelt.3. Ergebnis
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Endogenes STAT6 induzierte eine 15-fache Erh￿hung der Luziferaseaktivit￿t
verglichen mit dem Ansatz ohne Zytokinzugabe (Abb. 3-7B, Ansatz 1). Eine
Kotransfektion von NCoA-1 resultierte in einer 2.5-fachen Steigerung dieser
Induktion.
Die Beobachtung in den HepG2-Zellen, da￿ NCoA-1 als Koaktivator von
STAT6 agiert, konnte also auch in einem zweiten Zelltyp best￿tigt werden,
soda￿ ein Zelltyp-spezifischer Effekt ausgeschlossen werden kann.
3.2.2 Interaktion von STAT6 und p160/SRC-1-Koaktivatoren in
vitro
Da die Transfektionsexperimente vermuten lassen, da￿ STAT6 spezifisch
NCoA-1, nicht aber die anderen Mitglieder der p160/SRC-Familie rekrutiert,
wurde als n￿chstes untersucht, ob STAT6 und NCoA-1 direkt miteinander
interagieren k￿nnen. Diese Fragestellung wurde mithilfe von GST-Pulldown-
Experimenten behandelt. Hierf￿r wurden GST und ein GST-STAT6-
Fusionsprotein, das die transaktivierende Dom￿ne von STAT6 umfa￿t, in
Bakterien exprimiert, an Glutathion-Sepharose gebunden und gereinigt. Diese
immobilisierten GST-Fusionsproteine wurden auf Bindung von radioaktiv
markierten, in vitro synthetisierten Koaktivatorproteinen getestet (Abb. 3-8).
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NCoA-1 zeigte eine starke Bindung an GST-STAT6 (Abb. 3-8, Spur 7), nicht
aber an GST alleine (Spur 4).
Abb. 3-8 Die Transaktivie-
rungsdom￿ne von STAT6
interagiert spezifisch mit NCoA-1
in vitro
Bakterielles GST oder ein GST-
Fusionsprotein mit der Transaktivie-
rungsdom￿ne von STAT6 wurden
mit radioaktiv markiertem NCoA-1,
NCoA-2 bzw. NCoA-3 inkubiert. Die
Ans￿tze wurden ￿ber SDS-PAGE
analysiert (Spuren 4-9). Als Kontrolle
wurde ein Aliqot, was 10% des
Retikulozytenlysat entspricht, mit
aufgetragen (Spuren 1-3).3. Ergebnis
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Dagegen wurde keine spezifische Interaktion zwischen NCoA-2 (Spur 8), bzw.
NCoA-3 (Spur 9) und GST-STAT6-TAD detektiert.
Diese Daten best￿tigen die besondere Funktion von NCoA-1 gegen￿ber den
anderen p160/SRC-Familienmitgliedern bei der STAT6-vermittelten
Transaktivierung. NCoA-1, nicht aber die anderen p160-Koaktivatoren,
interagiert mit STAT6 und hat eine Funktion als Koaktivator.
3.2.3 Untersuchung der Wirkung von NCoA-1 auf die STAT6-
Transaktivierungsdom￿ne in Fusion mit einer heterologen
DNA-Bindungsdom￿ne
Die transaktivierende Dom￿ne von STAT6 hat einen modul￿ren Aufbau. Sie
besitzt autonome Elemente, die Transaktivierungsfunktion besitzen, wenn sie
an die heterologe GAL4-DNA-bindene Dom￿ne fusioniert werden (Lu et al.,
1997; Moriggl et al., 1997; Goenka et al., 1999). Im folgenden wurde
untersucht, welcher Teil der STAT6-Transaktivierungsdom￿ne NCoA-1
rekrutiert und ob in einem solchen heterologen System eine
Koaktivatorfunktion f￿r die Transaktivierungsdom￿ne gefunden werden kann.
Ein aminoterminaler Abschnitt (AS 677-791) und der ￿brige carboxyterminale
Abschnitt (AS 792-847) wurden als Fusion mit GAL4-DBD (s. Abb. 3-9) in
Reportergenexperimenten getestet. Diese GAL4-Konstrukte und ein
Luziferase-Reporter, der 3 GAL4-Bindungs-Elemente in der Promotorregion
enth￿lt, wurden in HepG2-Zellen transfiziert. Es wurde untersucht, ob das
Transaktivierungspotential dieser Fusionskonstrukte durch Kotransfektion von
NCoA-1 erh￿ht wird. Die isolierte GAL4-DBD besa￿ ein sehr geringes
Transaktivierungspotential (Abb. 3-9A, Ansatz 1), was auch bei Kotransfektion
von NCoA-1 unver￿ndert blieb (Ansatz 2). Die Transfektion von GAL4-STAT6
(677-791) f￿hrte zu einer starken Luziferaseexpression (Ansatz 3). Die
Kotransfektion von NCoA-1 f￿hrte zu einer leichten Steigerung derselben
(Ansatz 4). GAL4-STAT6 (792-847) induzierte nur eine sehr schwache
Luziferaseexpression (Ansatz 5), was darauf hinweist, da￿ diese Dom￿ne im
GAL4-Kontext nur ein geringes Transaktivierungspotential besitzt.3. Ergebnis
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￿berraschenderweise f￿hrte aber die Kotransfektion von NCoA-1 zu einer
starken Erh￿hung der Transaktivierungsfunktion dieses carboxyterminalen
Abschnitts der STAT6-Transaktivierungsdom￿ne (Ansatz 6). Es wurde
nahezu der Wert der aminoterminalen Dom￿ne erreicht. Um zu ￿berpr￿fen,
ob dieser starke Effekt von NCoA-1 auf die carboxyterminale
Transaktivierungsdom￿ne Zelltyp-spezifisch ist, wurde dieses Experiment in
der Vorl￿ufer-B-Zelllinie Ba/F3-IL-4-R wiederholt (Abb. 3-9C). Wiederum
zeigte GAL4-DBD alleine eine schwache Luziferase-Expression (Ansatz 1),
ebenso bei Kotransfektion von NCoA-1 (Ansatz 2). GAL4-STAT6 (677-791)
f￿hrte zu einer starken Induktion der Luziferaseexpression (Ansatz 3), aber im
Gegensatz zu den Ergebnissen in den HepG2-Zellen konnte diese Induktion
nicht durch Kotransfektion von NCoA-1 potenziert werden (Ansatz 4).
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GAL4-STAT6 (792-847) hatte auch in diesen Zellen eine schwache
Transaktivierungsaktivit￿t per se (Ansatz 5), bei Kotransfektion von NCoA-1
wurde eine drastische Steigerung der Luziferaseexpression beobachtet
(Ansatz 6).
Abb. 3-9 Das Transakti-
vierungspotential der
￿u￿ersten C-terminalen
Region der STAT6-
Transaktivierungsdom￿-
ne wird durch NCoA-1
dramatisch gesteigert
A) Darstellung der Struktur
des humanen STAT6 und
der GAL4-Fusionsproteine.
B) Die Reporterplasmide
(GAL4-RE)3TK LUC (2 µ g)
und SV40-LacZ (25 ng),
Expressionsvektoren f￿r
GAL4-DBD-Fusionsproteine
(50 ng), f￿r NCoA-1 bzw.
Kontrollvektor (400 ng)
wurden in HepG2-Zellen
transfiziert.
C) Ba/F3-IL-4-R-Zellen
wurden mit den
Reporterplasmiden (GAL4-
RE)3TK LUC (5 µ g) und
SV40-LacZ (1 µ g), sowie
Expressionsvektoren f￿r
GAL4-DBD-Fusionsproteine
(50 ng), f￿r NCoA-1 bzw.
den Kontrollvektor (500 ng)
transfiziert.3. Ergebnis
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Diese Ergebnisse best￿tigen, da￿ NCoA-1 in einem heterologen System als
Koaktivator der STAT6-Transaktivierungsdom￿ne wirken kann. Da der
carboxyterminale Abschnitt der Transaktivierungsdom￿ne ein sehr schwaches
autonomes Potential aufweist, aber durch NCoA-1 effektiv koaktiviert wird,
wird vermutet, da￿ NCoA-1 zu eben dieser Dom￿ne rekrutiert wird. NCoA-1
stimuliert aber in geringerem Ausma￿e auch die transkriptionelle Aktivit￿t des
aminoterminalen Teils der Transaktivierungsdom￿ne in HepG2-Zellen.
Diese stimulatorische Wirkung k￿nnte eventuell ￿ber die Rekrutierung von
anderen Koaktivatoren zustande kommen, die mit NCoA-1 einen Komplex
bilden.
3.2.4 Vergleich des Transaktivierungspotentials von
Volll￿ngen-STAT6 und einer Deletionsmutante
Um die Funktion des carboxyterminalen Abschnitts in der transaktivierenden
Dom￿ne von STAT6 zu pr￿fen, wurde die Aktivit￿t von Volll￿ngen-STAT6 und
einer Deletionsmutante verglichen, bei der eben diese Dom￿ne deletiert
wurde. Hierzu wurden Reportergenexperimente mit dem oben beschriebenen
STAT6-abh￿ngigen Reporterkonstrukt durchgef￿hrt. Ba/F3-IL-4R-Zellen
wurden mit den STAT6-Expressionsvektoren sowie dem STAT6-
Reporterplasmid transfiziert. Nach der Transfektion wurde der Ansatz geteilt
und eine H￿lfte der Zellen mit IL-4 induziert. Wie erwartet, f￿hrte die IL-4-
Behandlung in Zellen, die mit Volll￿ngen-STAT6 transfiziert worden waren, zu
einer starken Induktion der Luziferaseexpression (Abb. 3-10, Ansatz 1). Bei
Transfektion der Deletionsmutante wurde signifikant weniger
Luziferaseaktivit￿t gemessen (Ansatz 2). Nur etwa 40% der Aktivit￿t des
Volll￿ngenproteins wurde durch die Mutante erreicht. Dieses Experiment
beweist, da￿ die carboxyterminale Dom￿ne von STAT6 ca. 60% der
transkriptionellen Aktivit￿t von STAT6 tr￿gt, auch wenn sie nur ein geringes
Transaktivierungspotential als GAL4-Fusion hat.3. Ergebnis
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3.2.5 Koimmunpr￿zipitationsexperimente mit NCoA-1 und
STAT6
Die bisherigen Experimente geben einen Hinweis darauf, da￿ NCoA-1 ￿ber
die carboxyterminale Transaktivierungsdom￿ne von STAT6 rekrutiert wird.
Um eine potenzielle Interaktion zwischen NCoA-1 und diesem Abschnitt von
STAT6 in Zellen zu untersuchen, wurden Koimmunpr￿zipitations-Experimente
durchgef￿hrt. 293T-Zellen wurden mit Expressionsvektoren f￿r Volll￿ngen-
STAT6 oder f￿r eine Deletionsmutante, der der carboxyterminale Abschnitt
fehlt, transfiziert und mit IL-4 stimuliert. Es wurden Gesamtzellextrakte
pr￿pariert und Immunpr￿zipitationen mit den angegebenen Antik￿rpern
durchgef￿hrt (Abb. 3-11). Alle Ans￿tze wurden durch SDS-PAGE und
Western-Blot mit Antik￿rpern gegen NCoA-1 und STAT6 analysiert. Ein
Aliquot des Zellextraktes, was 1% des f￿r die Pr￿zipitation eingesetzten
Materials entspricht, wurde parallel analysiert (Spuren 1, 5, 9 und 11). Die
pr￿zipitierten Proteine wurden ￿ber SDS-PAGE und Western-Blot mit Anti-
NCoA-1 bzw. Anti-STAT6-Antik￿rpern analysiert.
Abb. 3-10 Die ￿u￿erste
carboxyterminale
Region der STAT6-
Transaktivierungsdo-
m￿ne tr￿gt wesentlich
zum Transaktivierungs-
potential von STAT6
bei
A) Schematische Dar-
stellung von Volll￿ngen-
STAT6 und einer STAT6-
Deletions-mutante.
B) Ba/F3-IL-4-R-Zellen
wurden mit dem Repor-
terplasmid N4(STAT-
RE)3 LUC (5 µ g), SV40-
LacZ (1 µ g) sowie
Expressionsvektoren f￿r
Volll￿ngen-STAT6 bzw.
eine verk￿rzte Variante
(200 ng) in Doppel-
ans￿tzen transfiziert. Die
H￿lfte der Ans￿tze wurde
wie angegeben mit IL-4
stimuliert.3. Ergebnis
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Mit dem Anti-NCoA-1-Antik￿rper (Abb. 3-11, Spur 3 und 7 ), nicht aber mit
dem unspezifischen Antik￿rper (Spur 4 und 8) wurde eine gro￿e Menge
NCoA-1 pr￿zipitiert. Ungef￿hr die gleiche Menge NCoA-1 wurde mit dem
STAT6-spezifischen Antik￿rper kopr￿zipitiert, sofern die Zellen mit Volll￿ngen-
STAT6 transfiziert worden waren (Spur 2).
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Wenn die Zellen jedoch die verk￿rzte STAT6-Variante exprimierten, konnte
NCoA-1 nicht im Pr￿zipitat des Anti-STAT6-Antik￿rpers detektiert werden
(Spur 6). Die Proteinmenge der beiden STAT6-Varianten, die mit dem Anti-
STAT6-Antik￿rper pr￿zipitiert wurde, war gleich (Spur 10 und 12). Dieses
Experiment liefert den Nachweis, da￿ STAT6 und NCoA-1 in Zellen
interagieren und da￿ diese Interaktion von der extremen carboxyterminalen
Region der STAT6-Transaktivierungsdom￿ne vermittelt wird.
3.2.6 Kartierung der Bindungsstellen f￿r CBP und NCoA-1
innerhalb der Transaktivierungsdom￿ne von STAT6
Fr￿here Studien haben gezeigt, da￿ der Koaktivator p300/CBP, der auch mit
NCoA-1 wechselwirkt, in Zellen von der Transaktivierungsdom￿ne von STAT6
rekrutiert wird.
Abb. 3-11 STAT6 und
NCoA-1 bilden einen
Komplex in Zellen
293T-Zellen wurden mit
Expressionsvektoren f￿r
Volll￿ngen-STAT6 bzw.
eine verk￿rzte Variante
zusamen mit einem
NCoA-1-Expressions-
vektor transfiziert und mit
IL-4 stimuliert. Es wurden
Gesamtzellextrakte pr￿-
pariert und Immunpr￿zipi-
tationen mit einem Anti-
STAT6-Antik￿rper, Anti-
NCoA-1-Antik￿rper bzw.
einem Kontrollantik￿rper
durchgef￿hrt.3. Ergebnis
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Dies wirft die Frage auf, ob beide Koaktivatoren NCoA-1 und p300/CBP
unabh￿ngig voneinander mit der STAT6-Transaktivierungsdom￿ne
interagieren k￿nnen. Um dieses Problem zu l￿sen, wurden GST-Pulldown-
Experimente durchgef￿hrt. Sowohl die gesamte Transaktivierungsdom￿ne
von STAT6 (AS 677-847) als auch die Haupttransaktivierungsdom￿ne (AS
677-791) sowie die extreme carboxyterminale Region (AS 792-847) wurden
als Fusionsprotein mit GST hergestellt (Abb. 3-12A). Die GST-
Fusionsproteine wurden in E. coli exprimiert, an Glutathion-Sepharose
gekoppelt und gereinigt. Die Bindungspartner CBP und NCoA-1 wurden in
Gegenwart von [
35S]-Methionin  in vitro translatiert. Wie schon zuvor
beobachtet, zeigte NCoA-1 eine starke Bindung an die gesamte STAT6-
Transaktivierungsdom￿ne (Abb. 3-12B, Spur 2). Eine gleich starke Interaktion
wurde auch f￿r das Fusionsprotein mit der carboxyterminalen Region (AS
792-847) der Transaktivierungsdom￿ne beobachtet (Spur 4). Dagegen
interagierte das GST-Fusionsprotein mit dem aminoterminalen Bereich der
Transaktivierungsdom￿ne (AS 677-791) nicht mit NCoA-1 (Spur 3). Dieses
Ergebnis best￿tigt die Vermutung, da￿ der Bereich AS 792-847 von STAT6
NCoA-1 rekrutiert.
677
791
GST
Input 
10%
677-791
677-847
792-847
GST
GST-STAT6 AS
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792 847
GST
GST
 A
    B
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Input 
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15 234 6 1 0 789
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(1678-2441)
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Abb. 3-12 STAT6 rekrutiert NCoA-1 und CBP ￿ber verschiedene Regionen seiner
Transaktivierungsdom￿ne
A) Struktur des humanen STAT6 und der GST-Fusionsproteine.
B) GST und die GST-Fusionsproteine wurden mit NCoA-1 und einem CBP-GAL4-Fusions-
protein inkubiert. Gebundenes Material wurde ￿ber SDS-PAGE analysiert. Ein Aliquot, das 10
% des eingesetzten Retikulozytenlysates entspricht, wurde parallel analysiert (Spur 1 und 6).3. Ergebnis
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Im folgenden wurde analysiert, ob auch CBP mit einer spezifischen Region
innerhalb der Transaktivierungsdom￿ne von STAT6 in vitro interagiert. Hierf￿r
wurde ein in vitro translatiertes GAL4-Fusionsprotein mit AS 1678-2441 von
CBP verwendet, was in S￿uger-Zweihybridanalysen als interagierendes
Fragment charakterisiert wurde (Gingras et al., 1999). Dieses GAL4-CBP-
Fusionsprotein band sowohl an die gesamte STAT6-
Transaktivierungsdom￿ne (Spur 8) als auch an den aminoterminalen Bereich
(Spur 9). Dagegen wurde keine Interaktion mit dem extremen
Carboxyterminus von STAT6 beobachtet (Spur 10). Aus diesen Versuchen
wird geschlossen, da￿ NCoA-1 und CBP mit verschiedenen Bereichen der
STAT6-Transaktivierungsdom￿ne interagieren, CBP bindet an eine Region
zwischen AS 677-791, dagegen bindet NCoA-1 an die extreme
carboxyterminale Region zwischen AS 792-847 von STAT6.
3.2.7 Kartierung der STAT6-Bindestelle in NCoA-1
NCoA-1 enth￿lt verschiedene strukturelle und funktionelle Dom￿nen (s. Abb.
3-13A). Um zu untersuchen, welche Dom￿ne von NCoA-1 die Interaktion mit
STAT6 vermittelt, wurden verschiedene Fragmente von NCoA-1 in
Interaktionsstudien getestet. Hierf￿r wurde ein GST-Fusionsprotein mit AS
677-847 von STAT6 eingesetzt und die Bindung an verschiedene in vitro
translatierte, radioaktiv markierte NCoA-1-Fragmente untersucht (Abb. 3-
13A). Das gesamte NCoA-1-Protein und ein aminoterminales Fragment von
NCoA-1 von AS 1-787 zeigten eine starke Bindung an GST-STAT6 (Abb. 3-
13B, Spur 15 bzw. Spur 11), nicht aber an GST (Spur 10 bzw. Spur 6). Die
￿brigen Fragmente, das sind ein Fragment, das die Bindungsstelle f￿r die
nukle￿ren Hormonrezeptoren (NID) enth￿lt (AS 569-805), ein Fragment, das
die Bindungsstelle f￿r CBP/p300 (AD1) enth￿lt (AS 804-1032) und ein
Fragment mit der carboxyterminalen Transaktivierungsdom￿ne (AD2) (AS
1208-1442), interagierten nicht mit GST-STAT6 (Spuren 12-14) und auch
nicht mit GST (Spuren 7-9). Um die Bindungsstelle weiter einzuengen, wurde
der aminoterminale Bereich von NCoA-1 in verschiedene Fragmente zerlegt.3. Ergebnis
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Die Verk￿rzung auf AS 1-571 hatte keinen Einflu￿ auf die Bindung (Abb. 3-
13C, Spur 3). Dieser Bereich wurde in zwei Fragmente zerlegt, und zwar AS
1-361 sowie AS 361-571. ￿berraschenderweise erhielt man keine Bindung
mehr an diese Fragmente (Spuren 6 und 9), was darauf hindeutet, da￿ die
Bindungsstelle zerteilt wurde und in einem Bereich um AS 361 liegt. Daher
wurde zun￿chst vom carboxyterminalen Ende her bis auf die AS 462 verk￿rzt,
was keinen Einflu￿ auf die Bindung hatte (Abb. 3-13C, Spur 15). Die
aminoterminalen Verk￿rzungen bis AS 100 bzw. 213 hatten ebenso keinen
Effekt auf die Menge an gebundenem NCoA-1-Fragment (Spur 12 bzw. Spur
18). Durch eine Verk￿rzung bis AS 313 ging die Bindung verloren (Spur 21).
Die Interaktionsdom￿ne konnte somit auf einen Bereich von AS 213-462
kartiert werden. Um diese Region noch feiner einzuengen, wurden vom
Aminoterminus her bis auf AS 257 verk￿rzt, vom Carboxyterminus her
schrittweise auf AS 441 bzw. 420 (Abb. 3-13D). Diese weiteren Deletionen
hatten keinen Einflu￿ auf die Bindung an GST-STAT6 (Abb. 3-13D, Spuren
12, 13, 14, 15).
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Abb. 3-13 Die aminoterminale Region von NCoA-1 vermittelt die Interaktion mit STAT6
A) Schematische Darstellung der NCoA-1-Konstrukte. Volll￿ngen-NCoA-1 und verschiedene
Deletionsmutanten sind dargestellt. Bindende Fragmente sind farbig, nicht bindende
Fragmente sind wei￿ dargestellt.3. Ergebnis
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Als Ergebnis dieser Fein-Kartierung wurde also eine Region von 164
Aminos￿uren zwischen AS 257 und 420 als Interaktionsdom￿ne bestimmt.
Um die Interaktion zu best￿tigen, wurden die NCoA-1-Fragmente als
Fusionsprotein mit einem Hexa-Histidin-Schwanz bakteriell exprimiert.
A bb. 3-13 Die
aminoterminale Region von
NCoA-1 vermittelt die
Interaktion mit STAT6
B, C, D) GST alleine bzw. ein
GST-STAT6-TAD-Fusions-
protein wurde mit radioaktiv
markiertem NCoA-1 und einer
Serie von NCoA-1-Fragmen-
ten inkubiert. Die gebundenen
Proteine wurden ￿ber SDS-
PAGE aufgetrennt. Ein Aliquot,
das 10 % des f￿r die
Bindungsreaktion eingesetzten
radioaktiven Materials ent-
spricht, wurde parallel ana-
lysiert (Tafel B Spuren 1-5,
Tafel C Spuren 1, 4, 7, 10, 13,
16, 19, Tafel D Spuren 1-5).
E) Histidin-NCoA-1-Fusions-
proteine mit den angegebenen
Aminos￿uren bzw. ein Histidin-
GST-Fusionsprotein wurden
mit radioaktiv markiertem, in
vitro translatiertem STAT6
inkubiert. Gebundene Proteine
wurden ￿ber SDS-PAGE
analysiert. 10 % des f￿r die
Bindungsreaktion eingesetzten
Materials wurde parallel
analysiert (Spur 1).3. Ergebnis
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Diese wurden an Ni-NTA-Agarose gekoppelt und auf Interaktion mit in vitro
translatiertem Gesamt-STAT6-Protein getestet. STAT6 zeigte eine starke
Bindung sowohl an das Histidin-Fusionsprotein mit AS 213-462 von NCoA-1
(Abb. 3-13E, Spur 2) als auch an das beiderseits verk￿rzte Histidin-
Fusionsprotein mit AS 257-420 (Spur 3), nicht aber an Histidin-GST (Spur 4).
Mithilfe dieser Interaktionsstudien konnte die STAT6-Bindungsstelle auf eine
Region von AS 257-420 von NCoA-1 eingegrenzt werden. Diese Region
umfa￿t die PAS-B-Dom￿ne sowie einen Teil der benachbarten
Serin/Threonin-reichen Region. Das reverse Interaktionsexperiment best￿tigt
zudem, da￿ die Interaktion zwischen STAT6 und NCoA-1 direkt ist und keiner
weiteren vermittelnden Proteine bedarf.
3.2.8 Identifizierung von essentiellen Dom￿nen von NCoA-1
f￿r die Koaktivierung von STAT6
NCoA-1 koaktiviert Transkriptionsfaktoren durch Rekrutierung anderer
Koaktivatoren oder Histon-modifizierender Enzyme. Um zu untersuchen,
welche funktionellen Dom￿nen von NCoA-1 f￿r die Koaktivierung von STAT6
notwendig sind, wurden verschiedene Deletionskonstrukte von NCoA-1
eingesetzt, in denen die funktionellen Dom￿nen deletiert waren, n￿mlich die
aminoterminale Region, die p300/CBP-Interaktionsdom￿ne Dom￿ne (CID
oder AD1) und die carboxyterminal gelegene zweite
Transaktivierungsdom￿ne (AD2) (von Malcom Parker freundlicherweise zur
Verf￿gung gestellt). Diese Deletionskonstrukte wurden mit dem Volll￿ngen-
NCoA-1-Konstrukt in Bezug auf ihre Koaktivatorfunktion f￿r STAT6 verglichen.
Hierf￿r wurden HepG2-Zellen mit dem STAT6-abh￿ngigen Reporter, STAT6
sowie den verschiedenen NCoA-1-Konstrukten transfiziert und wenn
angegeben mit IL-4 stimuliert (Abb. 3-14). Bei Stimulation der Zellen mit IL-4
wurde eine hohe Luziferaseaktivit￿t in Zellextrakten gemessen (Abb. 3-14).
Die Kotransfektion von NCoA-1 f￿hrte, wie schon zuvor beobachtet, zu einer
zus￿tzlichen 2-fachen Stimulation der Luziferaseaktivit￿t im Vergleich zur
Vektorkontrolle.3. Ergebnis
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Abb. 3-14 Die aminoterminale Dom￿ne und die AD1-Dom￿ne sind beide wichtig f￿r die
Koaktivierung von STAT6
HepG2-Zellen wurden mit dem Reporterplasmid N4(STAT-RE)3 LUC (2µ g), einem STAT6-
Expressionsvektor (25 ng), sowie verschiedenen NCoA-1-Deletionskonstrukten (∆ N, ∆ AD1,
∆ AD2) bzw. dem Volll￿ngen-Expressionsvektor oder dem leeren Kontrollvektor ( je 200 ng)
zusammen mit einem SV40-LacZ Expressionsplasmid (25 ng) als Transfektionskontrolle in
Doppelans￿tzen transfiziert. Eine H￿lfte der transfizierten Zellen wurde wie angegeben mit IL-
4 stimuliert.
Im Gegensatz dazu konnte die NCoA-1-Mutante, in der die STAT6-
Interaktionsdom￿ne deletiert wurde (∆N), die STAT6-vermittelte
Transaktivierung nicht stimulieren. Ebenso zeigte das NCoA-1 Konstrukt ohne
AD1-Dom￿ne (∆AD1) keine im Vergleich zur Vektorkontrolle erh￿hte
Luziferaseaktivit￿t. Wenn aber das ∆AD2-Konstrukt transfiziert wurde, in dem
die carboxyterminal gelegene Transaktivierungsdom￿ne fehlt, erhielt man die
gleiche Erh￿hung der Transaktivierung wie beim Volll￿ngen-NCoA-1. Daher
scheint f￿r eine erfolgreiche Koaktivierung von STAT6 die aminoterminale
Region und die AD-1-Dom￿ne essentiell zu sein.
F￿r die Koaktivierungsfunktion von NCoA-1 ist es folglich notwendig ist, da￿
NCoA-1 erstens mit STAT6 interagiert (￿ber die aminoterminale Region von
NCoA-1) und zweitens zus￿tzliche Faktoren rekrutiert (￿ber die AD1-
Dom￿ne).3. Ergebnis
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3.2.9 Effekt der ￿berexpression der funktionellen Dom￿nen
von NCoA-1 auf die STAT6-vermittelte Transaktivierung
In Abb. 3-14 wurde die Bedeutung der verschiedenen Dom￿nen von NCoA-1
f￿r die Koaktivatorfunktion untersucht. Um die Ergebnisse zu best￿tigen,
wurden eben diese funktionellen Dom￿nen ￿berexprimiert und der daraus
resultierende Effekt auf die STAT6-vermittelte Transaktivierung untersucht.
Die ￿berexpression essentieller Dom￿nen sollte erwartungsgem￿￿ zu einer
Hemmung der Expression f￿hren, da endogene Koaktivatoren abgefangen
und Interaktionen blockiert werden. Ba/F3-IL-4R-Zellen wurden neben dem
STAT6-abh￿ngigen Reporter und STAT6 mit drei verschiedenen
aminoterminalen NCoA-1-Konstrukten (AS 1-361, AS 1-571, AS 1-787), der
Interaktionsdom￿ne f￿r die nukle￿ren Hormonrezeptoren (NID), der AD1, der
AD2 sowie der Vektorkontrolle transfiziert (s. Abb. 3-15A). Die H￿lfte der
Zellen eines Ansatzes wurde mit IL-4 stimuliert. Die IL-4-Behandlung f￿hrte,
wie schon zuvor beschrieben, zu einer starken Induktion der
Luziferaseexpression des Kontrollansatzes (Abb. 3-15B, Ansatz 1). Bei
￿berexpression einer kurzen aminoterminalen Region N (1-361), die nicht mit
STAT6 interagiert, wurde keine Ver￿nderung der Luziferaseaktivit￿t
beobachtet (Abb. 3-15B, Ansatz 2). Dagegen f￿hrte die ￿berexpression
sowohl der Region AS 1-571 als auch 1-781 zu einer drastischen Hemmung
der STAT6-vermittelten Transaktivierung (Ans￿tze 3 und 4). Die
￿berexpression der Konstrukte, die f￿r die ￿brigen Dom￿nen kodieren und die
allesamt in einem anderen Vektor-Typus vorliegen und daher auf die Kontrolle
in Ansatz 5 bezogen werden m￿ssen, hatte keinen signifikanten Effekt auf die
STAT6-vermittelte Transaktivierung des Luziferasegens (Ans￿tze 6-8).
Um zu ￿berpr￿fen, ob die beobachtete Hemmung durch die STAT6-
Interaktionsdom￿ne Zelltyp-spezifisch ist, wurde dieser Bereich in zwei
weiteren Zelllinien ￿berexprimiert, in denen STAT6 eine physiologische Rolle
spielt. Die B-Zelllinie M12.4.1 wurde mit dem STAT6-abh￿ngigen
Reporterkonstrukt und Expressionsvektoren f￿r STAT6 und f￿r das NCoA-1-
Konstrukt transfiziert (Abb. 3-15C).3. Ergebnis
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Abb. 3-15 Die aminoterminale Region von NCoA-1 hat einen dominant negativen Effekt
auf die STAT6-vermittelte Transaktivierung
A) Struktur von NCoA-1 und verschiedenen Fragmenten.
B und C) Ba/F3-IL-4R-Zellen bzw. M12.4.1-Zellen wurden mit 200 ng STAT6-
Expressionsvektor, 3 µ g der angegebenen NCoA-1-Konstrukte bzw. dem leeren Vektor
zusammen mit 5 µ g Reporterplasmid N4(STAT-RE)3 LUC und 1 µ g SV40-LacZ
Expressionsplasmid in Doppelans￿tzen transfiziert. Eine H￿lfte der Ans￿tze wurde mit IL-4
behandelt.
D) NCI-H292-Zellen wurden mit 0.5 µ g Reporterplasmid N4(STAT-RE)4 LUC und 100 ng
SV40-LacZ Expressionsplasmid sowie 400 ng des angegebenen NCoA-1-Konstruktes bzw.
des leeren Vektors in Doppelans￿tzen transfiziert. Eine H￿lfte der Zellen wurde mit IL-4
behandelt.
E) Ba/F3-IL-4R-Zellen wurden mit Expressionsvektoren f￿r RAR und RXR (200 ng), dem
Reporterplasmid β -RE-2-TK LUC (5 µ g), SV40-LacZ und den angegebenen NCoA-1-
Konstrukten (3 µ g) transfiziert. Eine H￿lfte der Zellen wurde mit Retins￿ure behandelt.
In der Lungenepithelzelllinie NCI-H292 wurde ein weiter verk￿rzter Bereich
AS 213-462, der in vitro mit STAT6 interagiert (s. Abb. 3-13), zusammen mit
dem Reporter-Plasmid, das 4 GAS-Elemente enth￿lt, kotransfiziert (Abb. 3-
15D). Das NCoA-1 Fragment inhibierte auch in dieser Zelllinie die IL-4-
induzierte, durch endogenes STAT6 vermittelte Transaktivierung der
Luziferaseexpression.
Zusammenfassend l￿￿t sich feststellen, da￿ die aminoterminalen Fragmente
von NCoA-1, die mit STAT6 in vitro interagieren, wenn sie in Zellen in gro￿en
Mengen vorhanden sind, einen stark inhibitorischen Effekt auf die
Transaktivierung des STAT6-abh￿ngigen Reportergens aus￿ben und somit in
dominant negativer Weise die Funktion des endogenen NCoA-1 inhibieren.
Um auszuschlie￿en, da￿ dieser beobachteten Hemmung ein genereller
Mechanismus zugrunde liegt, wurde nun der Effekt der ￿berexpression der
Dom￿ne AS 1-571 auf die Hormonrezeptor-vermittelte Genexpression
untersucht. Die Funktion des Retins￿ure-Rezeptors RAR, der einen
Heterodimer mit RXR bildet, ist abh￿ngig von NCoA-1, denn eine Blockierung
der Interaktion mit spezifischen Antik￿rpern, die in der NID-Dom￿ne von
NCoA-1 binden, f￿hrt zur Inhibition der RAR/RXR-vermittelten
Transaktivierung  (Torchia et al., 1997). F￿r diese Experimente wurde ein
Reporterkonstrukt verwendet, das zwei Bindestellen f￿r RAR/RXR aus dem
RARβ -Promotor enth￿lt (Abb. 3-15E). Ba/F3-IL-4R-Zellen wurden mit diesem
Reporter, Expressionsvektoren f￿r RAR und RXR sowie mit verschiedenen
NCoA-1-Konstrukten bzw. der Vektorkontrolle transfiziert.3. Ergebnis
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Nach der Transfektion wurde die H￿lfte der Zellen mit dem Liganden
Retins￿ure behandelt und die Luziferaseaktivit￿t der Zellextrakte gemessen.
Die Retins￿ure-Behandlung f￿hrte zu einer starken Induktion der
Luziferaseexpression (Abb. 3-15E, Ans￿tze 1, 2). Wenn die Dom￿ne AS 1-
571 von NCoA-1 ￿berexprimiert wurde, erhielt man die gleiche starke
Induktion (Ans￿tze 3, 4). Dagegen f￿hrte die ￿berexpression der NID-
Dom￿ne zu einer Reduktion der Luziferaseaktivit￿t in Zellextrakten (Ans￿tze
5, 6). Dieses Ergebnis zeigt deutlich, da￿ die Dom￿ne AS 1-571 von NCoA-1
spezifisch die Funktion von STAT6, nicht aber die Funktion der
Transkriptionsfaktoren RAR/RXR, die ebenso von NCoA-1 abh￿ngen,
inhibiert.
3.2.10 Untersuchung der Interaktion von NCoA-1 und
verschiedenen STAT-Proteinen in vitro
Die bisherigen Daten zeigten, da￿ NCoA-1 als spezifischer Koaktivator f￿r
STAT6 fungiert und ￿ber die transaktivierende Dom￿ne von STAT6 direkt
kontaktiert wird. Daher stellte sich die Frage, ob auch andere strukturell
verwandte STAT-Proteine mit NCoA-1 unmittelbar wechselwirken. Hierf￿r
wurden zwei GST-Fusionsproteine generiert, die die aminoterminale bzw. die
carboxyterminale H￿lfte von NCoA-1 umfassen (Abb. 3-16) und in GST-
Pulldown-Experimenten mit den verschiedenen STAT-Proteinen, die in vitro
translatiert wurden, eingesetzt. Wie schon vorher beobachtet, interagierte
STAT6 mit der aminoterminalen Region von NCoA-1 (Abb. 3-16A, Spur 21),
w￿hrend hingegen f￿r die anderen STATs keine spezifische Bindung an diese
Region beobachtet wurde. STAT4 band an die carboxyterminale Region von
NCoA-1 (Abb. 3-16B Spur 12).
Wie schon in Abschnitt 3.1.3 bemerkt, konnte in vitro keine direkte Interaktion
zwischen STAT5 und NCoA-1 beobachtet werden. Dieses Ergebnis weist
darauf hin, da￿ die direkte Interaktion mit NCoA-1 eine spezifische Funktion
von STAT6 ist.3. Ergebnis
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3.3 Charakterisierung des LXXLL-Motivs von STAT6
als Bindungsmotiv f￿r die Interaktion mit NCoA-1
3.3.1 Einsatz von Peptiden und Antik￿rpern zur Identifizierung
des NCoA-1-Bindungsmotivs in der STAT6-Transaktivierungs-
dom￿ne
In Kapitel 3.2 dieser Arbeit wurde beschrieben, da￿ NCoA-1 ein Koaktivator
von STAT6 darstellt. STAT6 rekrutiert NCoA-1 ￿ber seine Transaktivie-
rungsdom￿ne. Die Bindungsstelle f￿r die Interaktion mit NCoA-1 wurde auf
eine carboxyterminale Region von AS 792 bis 847 in STAT6 eingeengt. Um
innerhalb dieser Region Bindungsmotive zu identifizieren, wurden aus der
Sequenz der Bindungsregion 3 Peptide abgeleitet, die die NCoA-1-Bindestelle
in der Transaktivierungsdom￿ne von STAT6 nahezu abdecken (Abb. 3-17A).
Abb. 3-16 STAT6,
jedoch nicht die
anderen STAT-
Proteine, interagiert
mit der amino-
terminalen Region
von NCoA-1
A und B) GST und ein
GST-NCoA-1-Fusions-
protein mit der amino-
terminalen (A) bzw.
carboxyterminalen (B)
H￿lfte von NCoA-1
wurden mit den
verschiedenen STAT-
Proteinen, die in
Gegenwart von [
35S] -
markiertem Methionin
in vitro translatiert
wurden, inkubiert.
Gebundene Proteine
wurden ￿ber SDS-
PAGE analysiert.
Ein Aliquot der radio-
aktiven Proteine, was
10% des f￿r die
Bindungsreaktion ver-
wendeten Materials
entspricht, wurde mit
aufgetragen (Spuren
1, 4, 7, 10, 13, 16 und
19 in A und B).3. Ergebnis
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In einem GST-Pulldown-Experiment wurde getestet, ob diese Peptide als
Kompetitoren der Interaktion von STAT6 und NCoA-1 wirken k￿nnen. Ein
GST-Fusionsprotein mit der transaktivierenden Dom￿ne von STAT6 (GST-
STAT6-TAD) bzw. GST alleine wurde an Glutathion-Sepharose gekoppelt und
mit radioaktiv markiertem, in vitro translatiertem NCoA-1 in Anwesenheit der
Peptide inkubiert. Nicht bindende Proteine wurden durch Waschen entfernt
und der Ansatz ￿ber SDS-PAGE und anschlie￿ende Fluorographie analysiert.
Wie schon zuvor beobachtet, zeigte NCoA-1 eine starke Bindung an GST-
STAT6-TAD (Abb. 3-17B), jedoch nicht an GST. Peptid 1 blockierte die
Interaktion von NCoA-1 und STAT6 v￿llig. Dagegen hatten die Peptide 2 und
3 keinen Einflu￿ auf die Bindung. Diese Tatsache l￿￿t schlu￿folgern, da￿
Peptid 1 ein essentielles Motiv enth￿lt und daher als Kompetitor der Bindung
wirkt. Um die Menge von Peptid 1 zu bestimmen, die f￿r eine wirksame
Inhibition notwendig ist, wurden im folgenden verschiedene Konzentrationen
von Peptid 1 getestet. Als Bindungspartner wurde ein Poly-Histidin-NCoA-1-
Fusionsprotein eingesetzt, das eine aminoterminale Region von NCoA-1
umfa￿t, sowie ein GST-Fusionsprotein mit der gesamten STAT6-Sequenz
(freundlicherweise von Silke Hobbie zur Verf￿gung gestellt). Das GST-
STAT6-Fusionsprotein tr￿gt auch einen Poly-Histidin-Anhang. Daher k￿nnen
beide Bindungspartner in einem Western-Blot-Experiment mit einem Anti-
Histidin-Antik￿rper detektiert werden.
GST und GST-STAT6 wurden mit NCoA-1 (AS 213-462) in An- bzw.
Abwesenheit von Peptid 1 inkubiert und die gebundenen Histidin-
Fusionsproteine in einem Western-Blot-Experiment detektiert (Abb. 3-17C).
NCoA-1 zeigte wiederum eine starke Bindung an GST-STAT6 (Spur 3), nicht
aber an GST (Spur 2). Die h￿chste Konzentration von Peptid 1 (0.28 mM)
f￿hrte zu einer totalen Inhibition der Interaktion (Spur 4), bei einer 10-fach
niedrigeren Konzentration konnte wieder eine geringe Menge gebundenes
NCoA-1 detektiert werden (Spur 5). Die niedrigste Peptid-Konzentration (2.8
µ M, Spur 6), die einen etwa 50-fachen ￿berschu￿ im Vergleich zu der Menge
an eingesetztem GST-STAT6 darstellt, hatte bereits eine nachweisbare
inhibitorische Wirkung auf die Bindung. Peptid 1 wirkt somit als Kompetitor in
einer Konzentrations-abh￿ngigen Weise.3. Ergebnis
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Abb. 3-17 Peptid 1 sowie AK1a
und AK1b sind wirksame
Inhibitoren der Interaktion von
STAT6 und NCoA-1 in vitro.
A) Schematische Darstellung der
Struktur des humanen STAT6,
eines GST-Fusionsproteins, von
Peptiden, die von der STAT6-
Sequenz abgeleitet wurden und
Antik￿rper, die gegen diese
Peptide gerichtet wurden.
B) GST oder GST-STAT6-TAD-
Fusionsprotein wurde mit [
35 S] -
markiertem NCoA-1 in
Gegenwart von 100 µ g Peptiden
wie angegeben inkubiert.
C) GST oder Poly-Histidin-GST-
STAT6 wurde mit Poly-Histidin-
NCoA-1-Fusionsprotein (AS 213-
462 von NCoA-1) inkubiert. Die
Bindungsreaktion wurde in
Gegenwart von 0.28 mM (Spur
4), 28 µ M (Spur 5), oder 2.8 µ M
(Spur 6) Peptid 1 wie angegeben
durchgef￿hrt. Der Nachweis des
gebundenen NCoA-1 geschah
￿ber das His-Tag mit Western-
Blot.
D) GST oder ein GST-STAT6-
TAD-Fusionsprotein wurde mit
[
35 S] -markiertem Poly-Histidin-
NCoA-1-Fusionprotein (AS 213-
462 von NCoA-1) inkubiert. In
den Ans￿tzen, die in den Spuren
4-8 dargestellt sind, wurde die
Bindungsreaktion in Anwesen-
heit von 10 µ l Antiserum (AK 1a,
AK 1b, AK 2a, AK 2b, AK 3a,
AK3b, oder Kontrollantik￿rper K-
AK) durchgef￿hrt. Als Kontrolle
wurde ein Aliquot des
radioaktivmarkierten NCoA-1 mit
aufgetragen (Spur 1).
E) Die Bindung der Antiseren an
GST-STAT6 wurde in einem
ELISA-Experiment analysiert.
GST-STAT6-TAD-Fusions-
protein wurde auf Mikrotiter-
platten, die mit GST-Antik￿rper
beschichtet sind, immobilisiert.
Die Kaninchen-Antiseren wurden
zugegeben. Spezifisch bindende
Antik￿rper wurden mithilfe von
Peroxidase-markiertem Anti-
Kaninchen-Antik￿rper detektiert.3. Ergebnis
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Diese Ergebnisse f￿hren zur Vermutung, da￿ Peptid 1 eine Sequenz in
STAT6 repr￿sentiert, die essentiell f￿r die Interaktion mit NCoA-1 ist. Um zu
best￿tigen, da￿ die Region von STAT6, die in Peptid 1 vertreten ist, die
Rekrutierung des Koaktivators NCoA-1 vermittelt, wurden Antik￿rper gegen
die verschiedenen Peptide generiert und deren inhibitorisches Potential auf
die Bindung von STAT6 und NCoA-1 getestet. Es wurden jeweils 2 Kaninchen
pro Peptid immunisiert und deren Seren verwendet. Abermals wurden GST-
Pulldown-Experimente mit GST-STAT6-TAD sowie radioaktiv markiertem
NCoA-1 (AS 213-462) durchgef￿hrt. Die Bindung von GST-STAT6 und NCoA-
1 wurde durch Zugabe eines Kontroll-Kaninchen-Antik￿rpers nicht gest￿rt
(Abb. 3-17D, vergleiche Spur 3 und 4). Die Seren 1a und 1b, die aus der
Immunisierung mit Peptid 1 gewonnen wurden, f￿hrten zu einer starken
Hemmung der STAT6-NCoA-1-Bindung (Spur 5 und 6). Dagegen zeigten die
Seren, die der Immunisierung mit den Peptiden 2 und 3 entstammten, keinen
signifikanten Effekt auf die Bindung (Spuren 7 bis 10). Jedes der Antiseren
hatte eine etwa gleich starke Affinit￿t zu STAT6-TAD, wie in einem ELISA-
Experiment gezeigt werden konnte (Abb. 3-17E). Hierf￿r wurde ein GST-
STAT6-TAD-Fusionsprotein an eine Mikrotiterplatte, die mit GST-Antik￿rper
beschichtet war, gekoppelt. Die Antiseren wurden zugegeben und mithilfe
eines sekund￿ren Peroxidase-gekoppelten Anti-Kaninchen-Antik￿rper
detektiert.
Aus der starken Hemmung der STAT6/NCoA-1-Interaktion durch die
Antiseren 1a und 1b wird gefolgert, da￿ diese Antik￿rper ein essentielles
Interaktionsmotiv von STAT6 besetzen, was in Folge nicht mehr f￿r NCoA-1
zug￿nglich ist. Diese Experimente zeigen also, da￿ die Region von STAT6
zwischen AS 794 und 814 ein Proteininteraktionsmotiv birgt, das die
Rekrutierung von NCoA-1 vermittelt.3. Ergebnis
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3.3.2 Identifizierung eines Bindungsmotivs in STAT6, das die
in vitro-Interaktion mit NCoA-1 vermittelt
Die Sequenz des Peptids 1 enth￿lt ein so genanntes LXXLL-Motiv (s. Abb.3-
18A). LXXLL-Motive vermitteln Protein-Protein-Interaktionen und wurden
urspr￿nglich in einer Reihe von Koaktivatorproteinen beschrieben (Heery et
al., 1997). Um zu testen, ob das LXXLL-Motiv von STAT6 essentiell f￿r die
Rekrutierung von NCoA-1 ist, wurde die Sequenz durch Austausch der
Leucine an Position 802 und 805 mit Alaninen mutiert (Abb. 3-18A). GST-
Fusions-Proteine mit der Region AS 642 bis 847 von STAT6, welche diese
Mutationen bzw. die Wildtyp-Sequenz enthielten, wurden in einem GST-
Pulldown-Experiment auf Interaktion mit NCoA-1 getestet. Gleiche Mengen
der beiden Fusionsproteine bzw. GST alleine wurden mit radioaktivem NCoA-
1-Protein (AS 213-462) inkubiert. Wie schon zuvor beschrieben, band das
Fusionsprotein mit der Wildtypsequenz von STAT6 an NCoA-1 (Abb. 3-18B,
Spur 3). Das Fusionsprotein mit der mutierten Sequenz zeigte dagegen eine
stark reduzierte Bindung (Spur 4). Es wurden gleiche Mengen der beiden
Fusionsproteine eingesetzt, wie in einem Coomassie-Gel gezeigt (Abb. 3-
18C, Spuren 2 und 3). Die beiden Punktmutationen f￿hrten zu einem
verz￿gerten Laufverhalten in der SDS-PAGE. Dieses Experiment zeigt
deutlich, da￿ das LXXLL-Motiv von STAT6 essentiell f￿r die Rekrutierung von
NCoA-1 in vitro ist.3. Ergebnis
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3.3.3 Bedeutung des LXXLL-Motivs von STAT6 f￿r die
Interaktion mit NCoA-1 in Zellen
Um die Funktion des LXXLL-Motivs f￿r die Rekrutierung von NCoA-1 in Zellen
zu untersuchen, wurden Fusionskonstrukte aus der kodierenden Region f￿r
die GAL4-DNA-Bindungsdom￿ne (GAL4-DBD) und der Region AS 792-847
mit der Wildtyp bzw. der mutierten Sequenz von STAT6 hergestellt (Abb. 3-
19A). In Reporter-Genexperimenten wurde deren Transaktivierungspotential
in Abh￿ngigkeit von kotransfiziertem NCoA-1 analysiert. 293T-Zellen wurden
transient mit den verschiedenen GAL4-Fusionskonstrukten, einem GAL4-
Reporter sowie einem NCoA-1-Expressionsvektor bzw. einem Kontrollvektor
transfiziert. Die Expression der GAL4-DBD alleine f￿hrte nur zu einer geringen
Luziferaseaktivit￿t in Zellextrakten (Abb. 3-19B Ansatz 1), die Kotransfektion
von NCoA-1 hatte keinen Effekt (Ansatz 2). Das GAL4-Konstrukt mit der
Wildtyp-Sequenz der Region AS 792-847 von STAT6 f￿hrte zu einer starken
Luziferaseexpression (Ansatz 3). Diese Induktion wurde nochmals 2-fach
verst￿rkt, wenn NCoA-1 kotransfiziert worden war (Ansatz 4).
Abb. 3-18 Punkt-
mutationen im LXXLL-
Motiv der STAT6-
Transaktivierungsdo-
m￿ne zerst￿ren die
Interaktion mit NCoA-1
in vitro
A) Darstellung der
Sequenz des Peptid 1
und des LXXLL-Motivs.
Die Alanin-Mutationen,
die in die Sequenz
eingef￿hrt wurden, sind
mit Sternchen markiert.
B) Die GST-Fusions-
proteine wurden mit
radioaktivem Poly-Histi-
din-NCoA-1-Fusionspro-
tein (AS 213-462 von
NCoA-1) inkubiert.
C) Als Kontrolle wurde ein
Viertel der Reaktionen
separat mit SDS-PAGE
analysiert und mit
Coomassie gef￿rbt.3. Ergebnis
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Das GAL4-Konstrukt mit der mutierten STAT6-Sequenz besa￿ dagegen nur
etwa 20% der Aktivit￿t des Wildtypkonstrukts (vergleiche Ansatz 5 und 3).
Die Kotransfektion von NCoA-1 konnte das schwache
Transaktivierungspotential nicht weiter verst￿rken (Ansatz 6). Das
Transaktivierungspotential der GAL4-STAT6-Fusion ist offensichtlich von
NCoA-1 abh￿ngig. Die Mutante, die in vitro nicht mehr mit NCoA-1
interagieren kann, besitzt daher kaum Transaktivierungsfunktion. Um diese
Hypothese zu best￿tigen, wurde dieses Experiment in einer zweiten Zelllinie
wiederholt. In der Lungenepithel-Zelllinie NCI-H292 hatte das nur die GAL4-
DBD enthaltende Konstrukt keine Transaktivierungsfunktion (Abb. 3-19C,
Ans￿tze 1 und 2).
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Abb. 3-19 Punktmutationen
im LXXLL-Motiv zerst￿ren
die Rekrutierung von NCoA-
1 in Zellen
A) Schematische Darstellung
des GAL4-Fusionsproteins mit
AS 792-847 von STAT6. Die
Position der Punktmutationen
sind mit Sternchen markiert.
B) Schematische Darstellung
des Reporterplasmids.
Das Reporterplasmid (GAL4-
RE)3 TK LUC (0.5 µ g),
Expressionsvektoren f￿r die
GAL4-STAT6-Fusionsproteine
(25 ng), f￿r NCoA-1 bzw. als
Kontrolle der leere
Expressionsvektor (100 ng)
wurden zusammen mit SV40-
LacZ (50 ng) in 293T-Zellen
wie angegeben transfiziert.
C) NCI-H292-Zellen wurden
mit 0.5 µ g Reporterplasmid
(GAL4-RE)3 TK LUC, 100 ng
Expressionsvektoren f￿r die
GAL4-STAT6-Fusionsproteine,
200 ng des NCoA-1-
Expressionsvektors bzw. als
Kontrolle des leeren
Expressionsvektors und mit
100 ng SV40-LacΖ  wie
angegeben transfiziert.3. Ergebnis
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Das Wildtyp-GAL4-STAT6-Konstrukt induzierte eine sehr geringe
Luziferaseaktivit￿t (Ansatz 3), die Kotransfektion von NCoA-1 f￿hrte zu einer
drastischen Erh￿hung der Luziferaseexpression (Ansatz 4), was wohl darauf
zur￿ckzuf￿hren ist, da￿ NCoA-1 ein limitierender Faktor in dieser Zelllinie
darstellt. Das Fusionskonstrukt mit der mutierten STAT6-Sequenz zeigte eine
sehr schwache Induktion der Luziferaseaktivit￿t (Ansatz 5), was auch durch
￿berexpression von NCoA-1 nicht beeinflu￿t wurde (Ansatz 6). Diese
Ergebnisse zeigen, da￿ das LXXLL Motiv f￿r die Rekrutierung von NCoA-1
und die Vermittlung von Transkriptionsaktivierung verantwortlich ist.
3.3.4 Mutation des LXXLL-Motivs in STAT6
Um die Funktion des LXXLL-Motivs f￿r die IL-4-vermittelte Transaktivierung
zu untersuchen, wurde die Mutation L802,805 zu A in die Volll￿ngen-STAT6-
Sequenz eingef￿hrt (Abb. 3-20A). Zuerst wurde untersucht, ob die Mutation
auch im Kontext des Volll￿ngen-STAT6 die Rekrutierung von NCoA-1
zerst￿ren w￿rde. Da CBP an eine andere Region der STAT6-
Transaktivierungsdom￿ne bindet, w￿re es m￿glich, da￿ die mutierte
Volll￿ngen-STAT6-Variante immer noch indirekt ￿ber die Bindung von CBP
mit NCoA-1 interagieren k￿nnte. Um diese M￿glichkeit zu pr￿fen, wurden
Koimmunpr￿zipitationsexperimente mit den beiden STAT6-Varianten und
NCoA-1 durchgef￿hrt. Es wurde eine GFP-Fusion von STAT6 verwendet, die
mit einem Anti-GFP-Serum sehr effizient pr￿zipitiert werden kann und eine
Interferenz mit endogenem STAT6 ausschlie￿t. 293T-Zellen wurden mit den
Expressionsvektoren f￿r Wildtyp-STAT6 und die STAT6-Mutante (L802, 805
zu A) zusammen mit NCoA-1 transfiziert und mit IL-4 induziert. Die beiden
STAT6-Varianten wurden mit Anti-GFP-Serum aus den Lysaten pr￿zipitiert.
Die Anwesenheit von NCoA-1 in den Proteinkomplexen wurde ￿ber Western-
Blot ￿berpr￿ft. NCoA-1 wurde durch das Wildtyp-STAT6-Protein gebunden
(Abb. 3-20B, Spur 6), jedoch nicht durch die STAT6-Mutante (Spur 8). Beide
STAT6-Varianten waren in etwa gleichen Mengen immunpr￿zipitiert (Spur 2
und 4). Diese Daten zeigen, da￿ die mutierte STAT6-Variante in Zellen keinen
Komplex mit NCoA-1 bilden kann.3. Ergebnis
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Als n￿chstes wurde untersucht, ob die Mutation L802, 805 zu A die
Aktivierung von STAT6 zu einem aktiven Dimer oder die DNA-Bindung
beeinflu￿t. 293T-Zellen haben kein funktionelles STAT6 (Hoeck und
Woisetschlager, 2001; Lu et al., 1997). Um Nebeneffekte auszuschlie￿en,
wurden die Untersuchungen in dieser Zelllinie durchgef￿hrt.
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Abb. 3-20 Punktmutationen
im LXXLL-Motiv von STAT6
f￿hren zum Verlust der
Interaktion mit NCoA-1,
haben aber keinen Effekt
auf die DNA-Bindung
A) Darstellung der Struktur
von STAT6. Die Lage der
Punkmutationen sind
eingezeichnet.
B) 293T-Zellen wurden mit
Expressionsvektoren f￿r
Wildtyp- und mutiertes GFP-
STAT6 (3 µ g) und NCoA-1
(5µ g) transfiziert und mit IL-4
induziert. Die Lysate wurden
einer Immunpr￿zipitation mit
Anti-GFP-Antiserum unter-
zogen. 1% der Zellextrakte
wurden parallel analysiert.
Die Proteine wurden im
Western-Blot mit Anti-STAT6
und Anti-NCoA-1-Antik￿rper
analysiert.
C) 293T-Zellen wurden mit 2
µ g der angegebenen Vekto-
ren transfiziert und f￿r 20
min. mit IL-4 stimuliert.
Das Zytokin-haltige Medium
wurde entfernt und die Zellen
f￿r die angegebenen Zeit-
r￿ume in frischem Medium
inkubiert. Die Zellen wurden
lysiert und die Zellextrakte
mit einer radioaktiv
markierten DNA-Probe mit
dem Bereich 117/-97 aus
dem GL ε -Promotor inkubiert,
der eine STAT6-Bindestelle
enth￿lt. Die DNA-Protein-
Komplexe wurden ￿ber ein
PAA-Gel analysiert.3. Ergebnis
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Die Zellen wurden mit Wildtyp- und mutiertem STAT6 transfiziert und die
DNA-Bindung von STAT6 mit Hilfe von EMSA-Analysen in den Extrakten der
transfizierten Zellen untersucht. Die Extrakte wurden mit einer DNA-Probe, die
ein STAT6-spezifisches GAS-Element aus dem GL ε -Promotor enth￿lt,
analysiert. Um die Stabilit￿t der DNA-Bindung zu untersuchen, wurden die
Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion geerntet:
Die Zellen wurden zun￿chst f￿r 20 min. mit IL-4 stimuliert, dann wurden die
Zellen in Zytokin-freiem Medium f￿r die angezeigten Zeitr￿ume weiterkultiviert
(Abb. 3-20C).
Die Extrakte von Zellen, die mit dem Kontrollvektor transfiziert worden waren,
zeigten keinen STAT6-spezifischen Komplex im EMSA-Experiment (Ans￿tze
1-4).
Abb. 3-20 Die Punktmutationen im
LXXLL-Motiv von STAT6 verringern das
Transaktivierungspotential von STAT6
D) 293T-Zellen wurden mit dem N4(STAT-
RE)3 LUC Reporterplasmid (0.36 µ g), den
Expressionsvektoren f￿r die beiden STAT6-
Varianten bzw. dem Kontrollvektor (100 ng)
und SV40-LacZ-Vektor (50 ng) in
Doppelans￿tzen wie angegeben transfiziert.
Eine H￿lfte der Zellen wurde mit Zytokin
behandelt.
E) Die Zellen von C wurden ￿ber Western-
Blot mit STAT6-spezifischem Antik￿rper
analysiert.
F) Die Reporterplasmide N4(STAT-RE)3
LUC (5 µ g) und SV40-LacZ-Vektor (1 µ g),
sowie Expressionsvektoren f￿r die beiden
STAT6-Varianten bzw. der Kontrollvektor
(300 ng) wurden in M12.4.1-Zellen wie
angegeben transfiziert. Eine H￿lfte der
Zellen wurde mit Zytokin behandelt.3. Ergebnis
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Dies best￿tigt die Ergebnisse fr￿herer Studien, die beschreiben, da￿ das
endogene STAT6 dieser Zellen nicht in der Lage ist, DNA zu binden. Der
Wildtyp als auch die mutierte STAT6-Variante band spezifisch an die DNA-
Probe (Ans￿tze 5-12), der STAT6-Dimer war sogar 2 Stunden nach
Zytokinstimulation noch stabil (Ansatz 5 und 9). Wildtyp und Mutante zeigten
keinen Unterschied in der Komplex-Bildung. Dies deutet darauf hin, da￿ die
Mutation Leucin 802, 805 zu Alanin keinen Einflu￿ auf die DNA-Bindung hat.
Um das Transaktivierungspotential der mutierten STAT6-Variante zu
untersuchen, wurden 293T-Zellen mit den beiden STAT6-
Expressionsvektoren und einem STAT6-abh￿ngigen Reporter-Plasmid in
Doppelans￿tzen transfiziert. Eine H￿lfte der Ans￿tze wurde mit IL-4 behandelt
und die Luziferaseaktivit￿t in den Zelllysaten bestimmt. Wie erwartet war das
endogene STAT6 nicht in der Lage, die Luziferaseexpression zu induzieren
(Abb. 3-20D, Ans￿tze 1 und 2). Die Transfektion mit Wildtyp-STAT6 f￿hrte zu
einer erh￿hten Luziferaseaktivit￿t in den Zellextrakten, wenn die Zellen mit IL-
4 stimuliert wurden (Ansatz 4). Dagegen zeigte die mutierte STAT6-Variante
nur 50% der Wildtyp-Aktivit￿t (Ansatz 6). In den Zellextrakten waren gleiche
Mengen von STAT6-Wildtyp und -Mutante vorhanden, wie in einem Western-
Blot bestimmt wurde (Abb. 3-20E, Ans￿tze 3 und 3). Daher kommt der
Unterschied zwischen beiden STAT6-Varianten bez￿glich des
Transaktivierungspotentials nicht von einem Unterschied in der Expression.
Um auszuschlie￿en, da￿ das unterschiedliche Transaktivierungspotential der
beiden STAT6-Varianten auf einem Zelltyp-spezifischen Effekt von 293T-
Zellen beruht, wurde das Transaktivierungspotential der STAT6-Mutanten in
der B-Zelllinie M12.4.1 untersucht. STAT6 hat eine physiologische Rolle in B-
Zellen, es vermittelt die IL-4 induzierte Expression verschiedener Gene, wie
GLγ 1, GLε , CD23, und MHCII. Wenn M12.4.1-Zellen neben dem STAT6-
abh￿ngigen Reporter mit dem Kontrollvektor transfiziert worden waren, erhielt
man eine 3.3-fache Induktion der Luziferaseexpression nach
Zytokinstimulation (Abb. 3-20F, Spur 1), was auf endogenes STAT6
zur￿ckzuf￿hren ist. Die Transfektion mit Wildtyp-STAT6 resultierte in einer ca.
11-fache Stimulation der Luziferaseaktivit￿t in den Extrakten (Spur 2). Wurde
jedoch die STAT6-Variante mit dem Austausch L 802, 805 zu A transfiziert,
erhielt man eine ca. 6-fache Stimulation.3. Ergebnis
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Diese Ergebnisse zeigen deutlich, da￿ die Mutation L 802, 805 zu A die
Transaktivierungsfunktion von STAT6 beeintr￿chtigt. Die Mutante hat nur
etwa 50% des Transaktivierungspotentials des Wildtyp-STAT6-Proteins.
Da die Transaktivierung eines Reportergens, das ￿ber multimerisierte STAT6-
Bindungsstellen getrieben wird, nicht die komplexe Promotorstruktur von in
Chromatin vorliegenden endogenen Genen ber￿cksichtigt, sollte im folgenden
der Beitrag des STAT6-LXXLL-Motivs f￿r die Transaktivierung eines
endogenen Zielgens analysiert werden. 293T-Zellen produzieren Eotaxin-3 in
einer IL-4-abh￿ngigen Weise, wenn sie mit funktionellem STAT6 ausger￿stet
werden (Hoeck und Woisetschlager, 2001).
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Abb. 3-21 Punktmutationen im
LXXLL-Motiv f￿hren zu einer
verringerten Expression von
Eotaxin-3 in 293T-Zellen
A) 293T-Zellen wurden in
Doppelans￿tzen mit Expressions-
vektoren f￿r Wildtyp- oder
mutiertes STAT6 bzw. dem leeren
Expressionsvektor (2 µ g)
transfiziert. Die Zellen wurden wie
angegeben mit IL-4 (10 ng/ml)
induziert oder unbehandelt
gelassen. Nach 16 Stunden wurde
Gesamt-RNA pr￿pariert und die
Menge an Eotaxin-3-bzw.
GAPDH-Transkript ￿ber RT-PCR
bestimmt.
B) 293T-Zellen wurden wie in A
beschrieben transfiziert und
induziert. Nach 48 Stunden wurde
die Menge von sekretiertem
Eotaxin-3 in den Zellkultur-
￿berst￿nden in ELISA bestimmt.
Menge von Eotaxin-3-Protein ist in
einer willk￿rlichen Einheit
angegeben. Die Durchschnitts-
werte von 3 unabh￿ngigen
Experimentreihen mit Standard-
abweichungen sind dargestellt.
C) Die Zellen von B wurden lysiert
und ￿ber SDS-PAGE und
Western-Blot mit Antik￿rpern
gegen STAT6 und β -Aktin
analysiert.3. Ergebnis
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Dieses Zellsystem erlaubt daher die Bestimmung des
Transaktivierungspotentials bezogen auf die Expression eines endogenen
Zielgens. 293T-Zellen wurden transient mit Wildtyp-STAT6 oder der STAT6-
Mutante in Doppelans￿tzen transfiziert und eine H￿lfte der Ans￿tze mit
Zytokin behandelt. Die Eotaxin-Expression wurde mit RT-PCR auf RNA-
Ebene bestimmt (Abb. 3-21). Es wurde Gesamt-RNA pr￿pariert, diese in
cDNA umgeschrieben und die Menge an Eotaxin-3-cDNA bzw. als Kontrolle
des Haushaltsgens GAPDH ￿ber PCR mit spezifischen Primern determiniert.
Wie schon eine fr￿here Studie gezeigt hat (Hoeck und Woisetschlager, 2001),
konnte die IL-4-induzierte Eotaxin-3-Expression nur nachgewiesen werden,
wenn die Zellen vorher mit STAT6 transfiziert worden waren (Abb. 3-21A,
Spur 4). Die Transfektion der STAT6-Variante, in der die Leucine an Position
802, 805 zu Alanin mutiert worden waren, f￿hrte ebenso zu einer Expression
von Eotaxin-3 nach IL-4-Stimulation. Es wurde eine geringere Menge
detektiert (vgl. Spur 4 und 6). Um den Unterschied in der Eotaxin-3-
Expression zwischen Wildtyp-STAT6 und Mutante auf Protein-Ebene zu
best￿tigen und besser quantifizieren zu k￿nnen, wurden transfizierte 293T-
Zellen f￿r 48 Stunden mit IL-4 behandelt und die Menge an sekretiertem
Eotaxin-3 in Zellkultur￿berst￿nden bestimmt.
Hierf￿r wurde ein Sandwich-ELISA durchgef￿hrt: Mikrotiterplatten, die mit
Anti-Eotaxin-3-Antik￿rper beschichtet worden waren, wurden mit den
Zellkultur￿berst￿nden inkubiert. Das gebundene Eotaxin-3 wurde mit Hilfe
eines biotinylierten Anti-Eotaxin-3-Antik￿rpers sowie Streptavidin-gekoppelter
Meerettich-Peroxidase detektiert. Im ￿berstand der Zellen, die mit dem
Kontrollvektor transfiziert worden waren, konnte Eotaxin-3 nicht detektiert
werden, auch wenn die Zellen mit IL-4 stimuliert waren (Abb. 3-21B, Ansatz 1
und 2). Dagegen produzierten die Zellen nach Transfektion mit Wildtyp-
STAT6 und Zytokin-Stimulation eine eindeutig nachweisbare Menge Eotaxin-3
(Ansatz 4). Die Transfektion mit der mutierten STAT6-Variante erm￿glichte
den Zellen die Produktion von Eotaxin-3 nach IL-4-Behandlung, jedoch wurde
eine geringere Proteinmenge gemessen. Nur 50% der Wildtyp-Expression
wurde erreicht (vgl. Ans￿tze 4 und 6). Um zu kontrollieren, ob die beiden
STAT6-Varianten in gleichen Mengen in den Zellen vorhanden waren, wurden
die Zellextrakte in einem Western-Blot-Experiment analysiert.3. Ergebnis
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Wie in Abb. 3-21C gezeigt, wurden beide STAT6-Formen in vergleichbaren
Mengen exprimiert. Diese Daten sind konform mit den Ergebnissen der
Reportergen-Experimente. Die STAT6-Variante, bei der das LXXLL-Motiv
durch Punktmutationen zerst￿rt ist, weist sowohl in Reportergenexperimenten
als auch bei der Expression des endogenen Zielgens Eotaxin-3 eine stark
beeintr￿chtige transkriptionelle Aktivit￿t auf. Das LXXLL-Motiv leistet bei der
Expression des endogenen Eotaxin-3 einen Beitrag von 50% zum
Transaktivierungspotential von STAT6.
3.3.5 Struktureller und funktioneller Vergleich des LXXLL-
Motivs von STAT6 mit anderen LXXLL-Motiven
Die funktionelle Charakterisierung des STAT6-LXXLL-Motivs zeigt, da￿ es ein
wichtiges Motiv f￿r die Interaktion mit NCoA-1 darstellt. Daher stellte sich die
Frage, ob dieses Motiv strukturell und funktionell verwandt mit den bekannten
Motiven ist, die beispielsweise in NCoA-1 vorkommen. Diese Motive bilden
eine α -helikale Struktur mit einer durch die Leucine geformten hydrophoben
Oberfl￿che. Um eine Vorstellung von der Struktur zu bekommen, wurde
mithilfe des Programms DNASIS eine Strukturvorhersage der Sequenz des
Peptid 1 gemacht (Abb. 3-22A). Das LXXLL-Motiv von STAT6 bildet
h￿chstwahrscheinlich ebenfalls eine α -Helix aus. Ein Sequenzvergleich mit
den Motiven von NCoA-1 ergab, da￿ das STAT6-Motiv keine offensichtliche
Homologie zu den dem Kern-Motiv benachbarten Sequenzen dieser LXXLL-
Motive aufweist (Abb. 3-22B). Um zu ￿berpr￿fen, ob das STAT6-LXXLL-Motiv
sich auch funktionell von den anderen Motiven unterscheidet, wurde
untersucht, welchen Einfluss das in Abb. 3-17 beschriebene inhibitorische
Peptid 1, das das STAT6-LXXLL-Motiv beinhaltet, auf die Interaktion von
NCoA-1 mit nukle￿ren Hormonrezeptoren hat, die ja bekanntlich ￿ber LXXLL-
Motive von NCoA-1 vermittelt wird (Heery et al., 1997).3. Ergebnis
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Abb. 3-22 Peptid 1 inhibiert spezifisch die LXXLL-abh￿ngige Interaktion von STAT6 und
NCoA-1, w￿hrend die Interaktion des Retins￿urerezeptors mit NCoA-1 nicht verringert
wird
A) Sekund￿rstruktur der Sequenz des Peptid 1, die ein LXXLL-Motiv enth￿lt (Struktur-
Vorhersage mittels DNASIS).
B) Vergleich des STAT6-LXXLL-Motivs mit den 5 Motiven aus NCoA-1. Die Kernsequenz der
LXXLL-Motive ist unterstrichen.
C) GST, ein GST-STAT6-TAD- oder ein GST-Retins￿urerezeptor (RAR)-Fusionsprotein
wurden mit [
35S] -markiertem NCoA-1 inkubiert. F￿r die Dimerisierung des
Retins￿urerezeptors wurde der Ligand (10
-6 M All-trans-Retins￿ure, ATRA) zugegeben
(Ans￿tze 4 und 5). In Ans￿tzen 3 und 5 wurde die Bindungsreaktion in Gegenwart von 20 µ g
Peptid 1 durchgef￿hrt. Als Kontrolle wurde 10 % des f￿r die Bindungsreaktion eingesetzten
radioaktiven Proteins parallel analysiert (Spur 7).
Es wurde ein GST-Pulldown-Experiment mit dem Retins￿urerezeptor (RAR),
der an 2 LXXLL-Motive von NCoA-1 bindet (McInerney et al., 1998),
durchgef￿hrt. GST-RAR band sehr stark an radioaktiv markiertes in vitro
translatiertes NCoA-1 in Anwesenheit (Abb. 3-22C, Spur 4) nicht aber in
Abwesenheit des Liganden (Spur 6). Peptid 1 hatte keinen Einfluss auf diese
Interaktion (Spur 5). Dagegen wurde die Interaktion von GST-STAT6-TAD
und NCoA-1 in Anwesenheit von Peptid 1 sehr effizient inhibiert (vgl. Spur 2
und 3). Peptid 1 hatte ebenso keinen Einflu￿ auf die Interaktion des ￿strogen-
Rezeptors und NCoA-1 (Daten nicht gezeigt). Daher ist das Peptid 1 ein
spezifischer Inhibitor der STAT6-NCoA-1-Interaktion und konkurriert nicht mit
den LXXLL-Motiven von NCoA-1, die die Bindung an nukle￿re
Hormonrezeptoren vermitteln.
Diese Daten zeigen, da￿ das STAT6-LXXLL-Motiv eine andere
Bindungsspezifit￿t als die LXXLL-Motive von NCoA-1 besitzt.3. Ergebnis
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3.4 STAT6-NCoA-1-Interaktion als Angriffspunkt f￿r
die Inhibition der STAT6-vermittelten Transaktivierung
3.4.1 Prinzip des Ansatzes: Identifizierung von potenziell
inhibitorischen Dom￿nen in Reportergenexperimenten
Der IL-4/STAT6-Signalweg hat eine wichtige Funktion bei der Regulation der
humoralen Immunabwehr. IL-4 aktiviert verschiedene Programme in
Immunzellen und Geweben, z. B. dendritische Zellen, Th2-Zellen, B-Zellen
und Lungen-Epithelzellen, die bei der Eliminierung von extrazellul￿ren
Parasiten und Bakterien beteiligt sind. Eine erh￿hte Menge von IL-4 und der
damit einhergehende erh￿hte IgE-Spiegel sind ein Charakteristikum
allergischer Erkrankungen. Die Unterbrechung des IL-4/STAT6
Signalweiterleitung bietet sich daher als Therapieansatz bei allergischen
Erkrankungen an. Die bisherigen Untersuchungen haben gezeigt, da￿ die
Interaktion von STAT6 und NCoA-1 notwendig f￿r das volle
Transaktivierungspotential von STAT6 ist. Daher k￿nnte man diese Interaktion
als einen solchen potenziellen Angriffspunkt f￿r die Hemmung des IL-
4/STAT6-Signalweges betrachten. Um dieses Konzept zu pr￿fen, mu￿ gekl￿rt
werden, ob eine Hemmung der Interaktion zwischen STAT6 und NCoA-1 in
der Zelle zu einer verminderten Expression von STAT6-Zielgenen f￿hrt.
F￿r die Hemmung der Interaktion sollen als Kompetitoren wirkende Molek￿le
zum Einsatz gebracht werden, und zwar erstens die aminoterminale Dom￿ne
von NCoA-1, welche mit STAT6 interagiert, und zweitens die
carboxyterminale Dom￿ne von STAT6, welche f￿r die Interaktion mit NCoA-1
essentiell ist. Abb. 3-23 zeigt das Prinzip der Strategie: Beide Molek￿le sollen
durch Kompetition um den Bindungspartner die Interaktion zwischen STAT6
und NCoA-1 aufheben.
F￿r die aminoterminale Dom￿ne von NCoA-1 wurde bereits gezeigt, da￿ sie,
sofern im ￿berschu￿ in der Zelle vorhanden, die STAT6-vermittelte
Transaktivierung eines transient transfizierten Reportergens wirksam inhibiert
(Kapitel 3.2.9, Abb. 3-15).3. Ergebnis
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Abb. 3-23 Prinzip des inhibitorischen Ansatzes
Die STAT6/NCoA-1-Interaktion wird durch die ￿berexpression von den kompetitiv wirkenden
Interaktionsdom￿nen von NCoA-1 (in A) oder STAT6 (in B) blockiert. Die Inhibition der
Koaktivatorrekrutierung f￿hrt zu einer verminderten Transkription von Zielgenen.
Die carboxyterminale Dom￿ne von STAT6 zwischen AS 794 und 814 (Peptid
1) wurde in Kapitel 3 schon als wirksamer Inhibitor der in vitro-Interaktion von
STAT6 und NCoA-1 beschrieben. Daher erschien es m￿glich, da￿ auch
Peptid 1, wenn in der Zelle im ￿berschu￿ vorhanden, die STAT6-vermittelte
Transaktivierung inhibieren k￿nnte. Das potenziell inhibitorisch wirkende
Peptid sollte durch Transfektion in Zellen eingebracht werden.
Aus Gr￿nden der Proteinstabilit￿t wurde ein l￿ngerer Bereich von AS 792-847
von STAT6 als Fusion mit einem aminoterminalem Hexa-Myc-Anhang
eingesetzt. NCI-H292-Zellen wurden transient mit diesem Konstrukt oder dem
leeren Expressionsvektor zusammen mit einem Luziferase-Reporter, der 4
GAS-Elemente enth￿lt, in Doppelans￿tzen transfiziert (Abb. 3-24). Ein H￿lfte
der Ans￿tze wurde mit IL-4 behandelt und die Luziferaseaktivit￿t in
Zellextrakten gemessen. Endogenes STAT6 f￿hrte zu einer starken Induktion
der Luziferaseexpression nach IL-4-Stimulation (Ansatz 1). Bei ￿ber-
expression der STAT6-Dom￿ne wurde eine signifikante Reduktion der
Luziferaseaktivit￿t auf etwa 60% des Wertes der Kontrolle beobachtet (Ansatz
2).3. Ergebnis
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Diese Ergebnisse zeigen, da￿ es m￿glich ist, ￿ber die Inhibition der STAT6-
NCoA-1-Interaktion die STAT6-vermittelte Transaktivierung zu reduzieren.
Die Reportergenexperimente mit multimerisierten Bindungsexperimenten
imitieren aber nur unzureichend die physiologische Situation am Promotor.
Als n￿chstes wurde daher gepr￿ft, ob endogenes STAT6, was am nat￿rlichen,
in Chromatin verpacktem Promotor mit einer Vielzahl von anderen Faktoren in
Wechselwirkung tritt, in seiner Transaktivierungsfunktion gehemmt werden
kann.
Da verschiedene Promotoren bez￿glich der Bindungsstellen f￿r
Transkriptionsfaktoren eine unterschiedliche Zusammensetzung aufweisen
und daher an verschiedenen Promotoren auch verschiedene Aktivator-
Koaktivatorkomplexe ausgebildet werden, mu￿ f￿r jedes einzelne Gen gepr￿ft
werden, ob NCoA-1 in diesem spezifischen Kontext eine Rolle spielt und ob
mit den beschriebenen Polypeptiden eine Hemmung erzielt werden kann.
Daher wurden zwei STAT6-Zielgene ausgew￿hlt und mit geeigneten Zelllinien
Systeme etabliert, um die IL-4-Induktion der endogenen Zielgene detektieren
zu k￿nnen. Tabelle 1 gibt einen ￿berblick ￿ber die Zielgene und die
verwendeten Detektionsmethoden:
Zelltyp Zelllinie Zielgen Detektions-
level
Detektions-
methode
B-Zelle M12.4.1 CD23 Protein FACS
Lungen-
epithelzelle
NCI-H292 12/15-
Lipoxygenase
RNA RT-PCR
Tabelle 1 Systeme zur Darstellung der IL-4-regulierten Zielgenexpression
Abb. 3-24 Ein Peptid mit der
Sequenz 792-847 von STAT6
inhibiert die STAT6-vermittelte
Transaktivierung in
Reportergenexperimenten.
NCIH-292-Zellen wurden in Doppel-
ans￿tzen mit 1 µ g N4(STAT-RE)4
LUC, 100 ng SV40-LacZ, sowie
einem Expressionsvektor f￿r ein
Hexa-Myc-Fusionsprotein mit den
AS 792-847 von STAT6 bzw. als
Kontrolle (K) dem leeren Expres-
sionsvektor (400 ng) transfiziert. Die
H￿lfte der Ans￿tze wurden mit IL-4
induziert.3. Ergebnis
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3.4.2 Effekt der ￿berexpression der STAT6/NCoA-1-
Interaktionsdom￿nen auf die Expression von CD23
STAT6 ist notwendig f￿r die IL-4-regulierte Induktion von CD23 in B-Zellen
sowie f￿r die Bildung des ε -Transkripts aus dem CH-Gen der Immunglobuline,
was f￿r den Klassen-Wechsel nach IgE obligatorisch ist. CD23 ist der niedrig-
affine Rezeptor von IgE und spielt eine Rolle sowohl bei der positiven als
auch der negativen Regulation der IgE-Bildung (Corry und Kheradmand,
1999). Es sollte untersucht werden, ob die IL-4-induzierte Synthese von CD23
in M12.4.1-Zellen durch ￿berexpression der carboxyterminalen Region von
STAT6 beeinflu￿t werden kann.
F￿r die ￿berexpression des Hexa-Myc-Fusionsproteins mit AS 792-847 von
STAT6 wurde ein bicistronischer retroviraler Expressionsvektor verwendet,
der ￿ber einen zweiten Promotor gesteuert die Expression von EGFP
vermittelt (Pinco(S792-847), bzw. als Kontrolle Pinco, der nur EGFP
exprimiert, s. Abb. 3-25A). Mithilfe der Verpackungszellinie 293GPG wurden
Viren hergestellt, die f￿r die Transduktion von M12.4.1-Zellen eingesetzt
werden konnten. Nach der Transduktion wurden die Zellen f￿r 24 Stunden mit
IL-4 induziert und die Anzahl der Zellen bestimmt, die CD23 an der
Oberfl￿che tragen. Hierf￿r wurden die Zellen mit einem Phycoerythrin-
gekoppelten Anti-CD-23-Antik￿rper gef￿rbt und einer FACS-Analyse
unterzogen. Abb. 3-25 zeigt das Ergebnis der FACS-Messung:
Von den Zellen, die mit Pinco transduziert worden waren, exprimierten ca.
79% EGFP (Abb. 3-25C), von den Zellen mit Pinco(S792-847) waren es nur
52% (Abb.3-25C). 73% der Kontroll-Zellen, die nicht transduziert worden
waren, exprimierten CD23 nach der Stimulation mit IL-4 (Abb. 3-25B). Von
den Zellen, die mit dem Kontrollvektor Pinco transfiziert wurden, exprimierten
80% (Abb. 3-25C) der gr￿n fluoreszierenden Zellen CD23. Dies bedeutet, da￿
entweder die viralen Plasmidsequenzen oder die EGFP-Expression eine
Erh￿hung der CD23-Expression bewirkt (von 73% auf 80%). Nahezu den
gleichen Wert (78%) wie bei der Kontrolle erhielt man von den Zellen, die das
Fusionsprotein mit AS 792-847 von STAT6 exprimierten (Abb. 3-25C). Somit
hatte die ￿berexpression der  STAT6-Dom￿ne keinen inhibitorischen Effekt
auf die CD23-Expression.3. Ergebnis
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Der Effekt der aminoterminalen Region von NCoA-1 wurde ￿ber die gleiche
Vorgehensweise untersucht. Auch die ￿berexpression dieser Dom￿ne blieb
ohne Effekt auf die IL-4-induzierte CD23-Expression (Daten nicht gezeigt).
Mit diesem Experiment konnte nicht nachgewiesen werden, da￿ die
STAT6/NCoA-1-Interaktion an der IL-4-regulierten Expression von CD23
beteiligt ist. M￿glicherweise wurden die potenziell inhibitorischen Dom￿nen
von STAT6 und NCoA-1 nicht in ausreichenden Mengen gebildet.
3.4.3 Effekt der ￿berexpression der aminoterminalen Region
von NCoA-1 auf die Expression der 12/15-Lipoxygenase
12/15-Lipoxygenase ist ein Zielgen von STAT6, das in Lungenepithelzellen
transkribiert wird, wenn die Zellen mit IL-4 und IL-13 behandelt werden.
Abb. 3-25 Die IL-4-
induzierte Expression von
CD23 wird durch ￿ber-
expression der carboxy-
terminalen Dom￿ne von
STAT6 nicht beeinflu￿t
A) Schematische Darstellung
des Pinco und Pinco (S792-
847)
B, C) M12.4.1-Zellen wurden
mit Pinco bzw. Pinco (S792-
847) transduziert. F￿r die
Induktion der CD23-
Expression wurden nicht
transduzierte und die
transduzierten Zellen f￿r 16
Stunden mit IL-4 induziert.
CD23 auf der Oberfl￿che der
Zellen wurde mit einem PE-
markierten Anti-CD23-Anti-
k￿rper gef￿rbt. Die Zellen
wurden durch FACS ana-
lysiert. Der prozentuale
Anteil der Zellen pro
Quadrant ist jeweils ange-
geben.
B) nicht induzierte (links) und
induzierte (rechts) nicht
transduzierte M12.4.1
C) Induzierte mit Pinco
transduzierte Zellen (links),
induzierte mit Pinco (S792-
847) transduzierte Zellen, die
ein Hexa-Myc-Fusionsprotein
mit den AS 792-847 von
STAT6 exprimieren (rechts).3. Ergebnis
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Die Lipoxygenase f￿hrt zur Bildung von Lipidperoxiden in der
Plasmamembran, die die nichtspezifische Immunabwehr erh￿hen (Conrad
und Lu, 2000).
Es wurde untersucht, ob die ￿berexpression der aminoterminalen Region von
NCoA-1 einen Effekt auf die Transkription der 12/15-Lipoxygenase hat. NCI-
H292-Zellen wurden mit dem Kontrollvektor bzw. dem NCoA-1-Konstrukt in
Doppelans￿tzen transient transfiziert. Die Transfektionseffizienz betrug 50-
70%. Eine H￿lfte der Ans￿tze wurde ￿ber Nacht mit IL-4 stimuliert. Die Menge
an 12/15-Lipoxygenase-Transkript wurde in der Gesamt-RNA ￿ber
semiquantitative RT-PCR bestimmt. Die Gesamt-RNA wurde zun￿chst mit
Hexamer-Primern revers transkribiert und die Lipoxygenase-cDNA mit
sequenzspezifischen Primern in einer PCR-Reaktion amplifiziert.
-   +   + 
RT-PCR
12/15-Lipoxygenase
-  +  -  +  IL-4
mock
NCoA-1 
(aa 100-462)
mock
NCoA-1 
(aa 100-462)
GAPDH
123 4 5 6 7
891 0 1 11 21 31 4
NCI-H292 Zellen transfiziert mit
Exp. 1 Exp. 2
100 Hexa-Myc
A
462
B
NCoA-1 
PAS 
bHLH
NID CID/AD 1 AD 2
Abb. 3-26 Die ￿berexpression der aminoterminalen Region von NCoA-1 (AS 100-462)
wirkt inhibitorisch auf die IL-4-induzierte Expression der 12/15-Lipoxygenase.
A) Schematische Darstellung der Struktur von NCoA-1 und des Hexa-Myc-
Fusionskonstruktes mit dem Bereich AS 100-462 von NCoA-1.
B) NCIH-292-Zellen wurden transient mit einem Hexa-Myc-NCoA-1 Konstrukt, das f￿r die AS
100-462 kodiert bzw. dem leeren Kontrollvektor transfiziert. Nach 16-Sunden-Induktion der
Zellen mit IL-4 wurde Gesamt-RNA pr￿pariert. Diese wurde mit Hexamer-Primern in cDNA
umgeschrieben. Die cDNA der 12/15-Lipoxygenase sowie der GAPDH wurden mit
spezifischen Primern amplifiziert. Zwei unabh￿ngige Experimente 1 (Spur 1-3, Spur 8-10) und
2 (Spur 4-7, Spur 11-14) sind dargestellt.3. Ergebnis
90
Als Kontrolle wurde die cDNA von GAPDH aus der gleichen cDNA-
Pr￿paration amplifiziert. Wie in Abb. 3-26 dargestellt, induziert IL-4 eine starke
Lipoxygenase-Expression in den Zellen, die mit dem Kontrollvektor transfiziert
worden waren (mock, Spur 2). Die ￿berexpression der dominant negativen
Dom￿ne AS 100-462 von NCoA-1 f￿hrte zu einer Reduktion der IL-4-
induzierten Lipoxygenase-Expression (Spur 3).
Dies wurde auch in einem zweiten unabh￿ngigen Experiment beobachtet.
Wiederum f￿hrte die ￿berexpression der inhibitorischen Dom￿ne zu einer
Reduktion der Lipoxygenase-Expression (Spur 7) im Vergleich zur Kontrolle
(Spur 5). Diese Unterschiede in der Lipoxygenase-Expression gr￿ndeten aber
nicht auf Unterschiede in der Qualit￿t oder Menge der RNA bzw. cDNA, da in
allen Ans￿tzen die Menge an amplifiziertem GAPDH-Produkt gleich blieb
(Spuren 8-10 und Spuren 11-14). Dieses Experiment zeigt, da￿ durch
￿berexpression der NCoA-1-Dom￿ne eine Reduktion der STAT6-vermittelten
12/15-Lipoxygenase-Expression erzielt werden kann und somit der
Koaktivator NCoA-1 f￿r die Induktion der 12/15-Lipoxygenase notwendig ist.
3.4.4 Effekt der ￿berexpression der carboxyterminalen Region
von STAT6 auf die Expression der 12/15-Lipoxygenase
Als zweites sollte die carboxyterminalen Region von STAT6 ￿berexprimiert
werden. Bei transienter Transfektion dieser Dom￿ne in NCI-H292-Zellen
wurde kaum ein Effekt auf die Expression der 12/15-Lipoxygenase
beobachtet. Daher wurde das Hexa-Myc-Fusions-Konstrukt mit AS 792-847
von STAT6 stabil in die Zellen eingebracht und stark exprimierende
Einzelklone getestet. Hierf￿r wurde wieder das bicistronische Pinco-
Vektorsystem verwendet (s. Abb. 3-27A). Stark exprimierende Klone k￿nnen
hierbei ￿ber die EGFP-Fluoreszenz detektiert werden. Es wurde ein EGFP-
exprimierender Kontrollklon und mehrere Klone selektiert, die das STAT6-
Peptid exprimierten. Die Expressionsst￿rke des STAT6-Peptids in diesen
Klonen wurden im Western-Blot bestimmt (Abb. 3-27B).3. Ergebnis
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Leider wurde nur ein einziger Einzelklon (Klon 1) identifiziert, der das STAT6-
Peptid stark exprimierte (Spur 3). Im Vergleich zum endogenen STAT6 wurde
dieses Peptid aber nur halb so stark exprimiert. Das Peptid ist wahrscheinlich
weniger stabil als das Volll￿ngenprotein. Klon 1 wies eine ￿hnliche EGFP-
Expression auf wie der Kontrollklon (siehe FACS-Messung, Abb. 3-27C). Die
Transkription der 12/15-Lipoxygenase wurde nach IL-4-Stimulation in diesem
stark exprimierenden Klon und im Kontrollklon ￿ber semiquantitative RT-PCR
mit spezifischen Primern bestimmt. Der EGFP-exprimierende Kontrollklon
wies eine deutlich erh￿hte Lipoxygenase-Expression im Vergleich zu den
nicht transfizierten Zellen auf (Abb. 3-27D, vgl. Spur 2 und Spur 3).
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Abb. 3-27 Ein Klon, der
die carboxyterminale
Region von STAT6 (AS
792-847) exprimiert,
weist eine stark
verringerte Lipoxyge-
nase- Expression auf.
A) Darstellung von Pinco
und Pinco (S792-847).
B) NCI-H292-Zellen wur-
den mit beiden Kon-
strukten transfiziert. Die
Zellen wurden vereinzelt
und ein Klon der Pinco-
und mehrere Klone der
Pinco (S792-847) -Trans-
fektion selektiert. Das
Gesamtprotein der Klone
(Spur 2-6) bzw. der nicht
transfizierten Zellen (Spur
1) wurden in einem Wes-
tern-Blot mit Anti-STAT6-
Antik￿rper analysiert.
C) FACS-Analyse. Die
durch die EGFP-Proteine
resultierende Fluoreszens
der Zellen wurde ge-
messen.
D) Die Zellen wurden f￿r
16 Stunden mit IL-4
induziert. Die Gesamt-
RNA der Zellen wurde in
cDNA umgeschrieben
und daraus die 12/15-
Lipoxygenase (obere
Tafel) bzw. GAPDH-
cDNA (untere Tafel)
spezifisch amplifiziert.3. Ergebnis
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Diese Verst￿rkung kann zum einen durch die virale DNA, zum anderen durch
die EGFP-Expression induziert worden sein. Klon 1 (Spur 4) zeigte eine
deutlich verringerte 12/15-Lipoxygenase-Expression im Vergleich zum
Kontrollklon (Spur 3) und zu den nichttransfizierten Zellen (Spur 2). Klon 2,
der kaum STAT6-Peptid exprimierte, zeigte diesen Effekt nicht (Spur 5).
Obwohl durch die Transfektion mit der viralen DNA eine Erh￿hung der
Lipoxygenase-Expression induziert wurde, wurde durch die stark hemmende
Wirkung des STAT6-Peptids in Klon 1 die Lipoxygenase-Expression
gegen￿ber der Kontrolle reduziert. Dies bedeutet, da￿ auch das STAT6-
Peptid als Inhibitor der STAT6-vermittelten Transaktivierung der 12/15-
Lipoxygenase in Zellen wirkt. Somit konnte ￿ber zwei verschiedene Ans￿tze
gezeigt werden, da￿ die Interaktion von NCoA-1 und STAT6 eine Zielstruktur
f￿r die Hemmung der STAT6-vermittelten Lipoxygenase-Expression darstellt.
3.4.5 Aufbau eines Test-Systems f￿r die (Hochdurchsatz)-
Suche von Substanzen, die die Interaktion von NCoA-1 und
STAT6 hemmen
Um niedermolekulare Substanzen identifizieren zu k￿nnen, die die Interaktion
von STAT6 und NCoA-1 hemmen k￿nnen und die sich f￿r eine Applikation in
vivo eignen, sollte ein System aufgebaut werden, in dem die Bindung von
STAT6 und NCoA-1 in Gegenwart solcher Substanzen leicht me￿bar ist.
Hierf￿r wurde ein ELISA-System entwickelt (Abb. 3-28A): Mikrotiterplatten
wurden mit gereinigtem GST-STAT6-TAD-Fusionsprotein beschichtet und
nicht gebundenes Protein durch Waschen entfernt. Nicht besetzte
Bindungsstellen wurden mit BSA-Blockierungsl￿sung abges￿ttigt und
gereinigtes Poly-Histidin-NCoA-1-Fusionsprotein (AS 213-462)  zugegeben.
Gebundenes NCoA-1 wurde nun ￿ber Maus-Anti-Histidin-Antik￿rper und
Peroxidase-gekoppeltem Anti-Maus-Antik￿rper detektiert. Abb. 3-28B zeigt
das Ergebnis eines typischen Versuchs: NCoA-1 bindet spezifisch an GST-
STAT6 Ansatz 1, schwarzer Balken) und nur in geringen Mengen an die
Mikrotiterplatten (Ansatz 1, gestreifter Balken).3. Ergebnis
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Die verwendeten Antik￿rper binden nicht unspezifisch an GST-STAT6 oder
die Mikrotiterplatte (Ans￿tze 2 und 3).
Es besteht auch die M￿glichkeit, diesen ELISA in umgekehrter Richtung
anzuordnen. Das Poly-Histidin-NCoA-1-Fusionsprotein aus bakteriellen
Rohlysaten wurde an Ni-NTA-Platten gekoppelt. Gereinigtes GST-STAT6-
TAD-Fusionsprotein wurde zugegeben, und spezifisch gebundenes STAT6
￿ber einen Anti-GST-Antik￿rper detektiert (Abb. 3-29).
Somit wurde ein System etabliert, mit dem die STAT6/NCoA-1-Interaktion in
Gegenwart von Hemmstoffen untersucht werden kann und das eine
Quantifizierung der relativen Menge von gebundenem Interaktionspartner
erm￿glicht.
Um dieses System zu testen, wurden die Peptide, die in Kapitel 3.3.1
beschrieben wurden, mit dieser Methode auf ihre F￿higkeit zur Inhibition der
Bindung getestet.
Abb. 3-28
 Darstellung der
STAT6-NCoA-1-In-
teraktion mit einem
ELISA
A) Schematische
Darstellung des Bin-
dungs-ELISA aus
GST-STAT6 (AS
677-847) und NCoA-
1 (AS 213-462)
B) Mikrotiter-Platten
wurden wie in der
Tabelle angegeben
mit 500 ng
gereinigtem GST-
STAT6-Fusionspro-
tein beschichtet. 250
ng Poly-Histidin-
NCoA-1-Fusionspro-
tein wurde zuge-
geben. Gebundenes
NCoA-1 wurde ￿ber
spezifische Antik￿r-
per detektiert.3. Ergebnis
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In diesem Experiment wurde Poly-Histidin-NCoA-1 aus Rohlysaten an Ni-
NTA-Platten immobilisiert (Abb. 3-29). Der Bindungspartner GST-STAT6-TAD
wurde mit einem Anti-GST-Antik￿rper detektiert. GST-STAT6 band spezifisch
an NCoA-1 (Ansatz 1). Wurde die Bindungsreaktion in Gegenwart von einem
￿berschu￿ von Peptid 1 (Ansatz 2) durchgef￿hrt, so wurde die Menge an
gebundenem GST-STAT6-Fusionsprotein auf ca. 23% des Kontrollwerts
reduziert. Die Peptide 2 (Ansatz 3) und 3 (Ansatz 4) hatten keinen Einflu￿ auf
die Menge an gebundenem GST-STAT6-Fusionsprotein. Weder GST-STAT6-
TAD noch der verwendete GST-Antik￿rper banden unspezifisch an die Platte
(Ansatz 5 und 6). Dies best￿tigt das Ergebnis der Peptide in GST-Pulldown-
Experimenten (Kapitel 3.1).
Zusammenfassend l￿￿t sich feststellen, da￿ das beschriebene ELISA-System
sich f￿r die Identifizierung von Substanzen, die die Bindung von STAT6 und
NCoA-1 inhibieren k￿nnen, eignet.
Abb. 3-29 Peptid 1
inhibiert spezifisch
die STAT6/NCoA-1-
Interaktion in einem
ELISA
A) Schematische
Darstellung des
ELISA
B) Poly-Histidin-
NCoA-1 aus bak-
teriellen Rohlysaten
wurde an Ni-NTA-
Mikrotiterplatten ge-
bunden. GST-STAT6
(250 ng) wurde in
An- und Abwesenheit
der Peptide 1-3
(jeweils 20 µ g) wie
angegeben zugege-
ben. Gebundenes
GST-STAT6 wurde
￿ber einen Peroxi-
dase-gekoppelten
Anti-GST-Antik￿rper
detektiert.4. Diskussion
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4. Diskussion
4. 1 Regulation der Genexpression
Die Entwicklung und Aufrechterhaltung eines vielzelligen Organismus
erfordert eine exakte Regulation der Gene in r￿umlichen und zeitlichen
Expressionsmustern. Dabei mu￿ die Aktivit￿t der Gene dynamisch auf die
jeweiligen Bedingungen, die durch externe Stimuli, das Entwicklungsstadium
und den Metabolismus vorgegeben sind, abgestimmt werden. Nach der
g￿ngigen Modellvorstellung schalten diese Signale in der Zelle verschiedene
Signaltransduktionskaskaden an, welche schlie￿lich im Zellkern auf der
Ebene von Transkriptionsfaktoren und Kofaktoren zusammenlaufen und durch
deren komplexe Wechselwirkungen zu einer auf die jeweiligen Bedingungen
feinabgestimmten transkriptionellen Antwort integriert werden (Lemon und
Tjian, 2000). Die Untersuchung des Zusammenwirkens von
Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren ist daher der Schl￿ssel zum
Verst￿ndnis der komplexen Regulation der Genexpression.
4.2 Koaktivierung der STAT-Proteine durch p160/SRC-
Proteine
Ziel dieser Arbeit ist es, den Mechanismus der Transaktivierung durch
STAT5a, STAT5b und STAT6 aufzukl￿ren. Hierf￿r m￿ssen Koaktivatoren der
STAT-Proteine charakterisiert und deren spezifische Wechselwirkungen
analysiert werden. Im zweiten Schritt sollen essentielle Interaktionen zwischen
STAT-Proteinen und Koaktivatoren definiert werden, die als Zielstruktur zur
Hemmung der STAT-Signalwege genutzt werden k￿nnen. In dieser Arbeit
wurde die Bedeutung der p160/SRC-Familie bei der STAT5- und STAT6-
vermittelten Transaktivierung ermittelt.
Aufgrund der vorliegenden Experimente wird postuliert, da￿ NCoA-1 als
Koaktivator von STAT5a, STAT5b und STAT6 wirkt.4. Diskussion
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Eine Untersuchung der Beteiligung dieser Koaktivatorfamilie bei der STAT5-
aktivierten Genexpression erschien urspr￿nglich dadurch begr￿ndet, da￿
Knockout-M￿use, bei denen die NCoA-1-Gene deletiert sind, einen ￿hnlichen
Ph￿notyp in der Brustdr￿se aufweisen wie M￿use mit deletierten STAT5-
Genen. In jungen Weibchen von STATa und/oder STAT5b-Knockout-M￿usen
werden im Vergleich zu Kontrollm￿usen weniger Verzweigungen und
Endknospen der Milchg￿nge ausgebildet (Teglund et al., 1998). Stillende
Weibchen ohne funktionelle STAT5a-Gene haben post-Partum (12 h nach
dem Werfen) wesentlich weniger Alveoli in der Brustdr￿se als Kontrollm￿use,
au￿erdem werden weniger Milchproteine gebildet. Auch bei den NCoA-1 -/-
M￿usen ist die Elongation der Dr￿sen-G￿nge und die Entwicklung der Alveoli
gest￿rt. (Xu et al., 1998). Die St￿rungen in der Morphogenese der
Brustdr￿sen von NCoA-1 -/- M￿usen wurden bisher alleine durch St￿rungen in
der durch Steroidhormone induzierten Gen-Expression begr￿ndet, denn
NCoA-1 wirkt als Koaktivator der Steroidhormonrezeptoren. Aufgrund der
Ergebnisse dieser Arbeit erscheint es m￿glich, da￿ auch Defekte in der
Funktion von STAT5, die mit dem Fehlen seines Koaktivators NCoA-1
einhergehen, zu dem Ph￿notyp in der Brustdr￿se dieser M￿use beitragen.
STAT5a und STAT5b haben eine fast identische Proteinsequenz. Die meisten
Unterschiede gibt es in der Transaktivierungsdom￿ne (Liu et al., 1995), in
eben der Region, die den Kontakt zu Koaktivatoren herstellt. In dieser Arbeit
wurde demonstriert, da￿ NCoA-1 f￿r beide STAT5-Varianten stimulierend auf
die Transaktivierung der β -Kasein-Expression wirkte, w￿hrend NCoA-2 und
NCoA-3 keinen deutlichen Effekt zeigten (Abb. 3-1).
In mehreren Studien wurde beschrieben, da￿ in der Zelle verschiedene
vorgeformte Koaktivatorkomplexe mit unterschiedlicher p160/SRC-
Ausstattung vorkommen, die entsprechend den Erfordernissen von den
jeweiligen Transkriptionsfaktoren rekrutiert werden (Korzus et al., 1998;
McKenna et al., 1998; Torchia et al., 1997). STAT1 rekrutiert beispielsweise
einen Komplex, der NCoA-3 enth￿lt (Korzus et al., 1998), wohingegen STAT3
f￿r die Transaktivierung seiner Zielgene einen Komplex ben￿tigt, in dem
NCoA-1 vorhanden ist (Giraud et al., 2002).4. Diskussion
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In dieser Arbeit wurden keine Hinweise daf￿r gefunden, da￿ STAT5a und
STAT5b jeweils unterschiedliche p160/SRC-Koaktivator-Komplexe
bevorzugen, obwohl das aufgrund der Sequenzunterschiede in den
Transaktivierungsdom￿nen erwartet wurde. Unterschiede in der
Koaktivatorrekrutierung k￿nnten jedoch bei anderen Koaktivator-Familien und
anderen STAT5-Ziel-Genen bestehen. Eine M￿glichkeit, um Koaktivatoren
identifizieren zu k￿nnen, die nur durch eine STAT5-Variante rekrutiert werden,
besteht in der affinit￿tschromatographischen Analyse von Zellextrakten mit
immobilisierten STAT5-Transaktivierungsdom￿nen. Mit dieser Methode
k￿nnen Proteine, die ein unterschiedliches Bindungsverhalten f￿r die
Transaktivierungsdom￿ne von STAT5a bzw. STAT5b haben, identifiziert
werden. Diese Experimente werden gegenw￿rtig in der Arbeitsgruppe
durchgef￿hrt.
NCoA-1 wirkte sowohl auf dem β -Kasein-Promotor, als auch im GAL4-System
als Koaktivator der STAT5-Transaktivierungsdom￿ne (Abb. 3-1 und 3-2).
NCoA-2 und NCoA-3 zeigten diesen Effekt nicht. Es kann jedoch nicht ganz
ausgeschlossen werden, da￿ NCoA-2 und NCoA-3 eine Bedeutung bei der
STAT5-vermittelten Transaktivierung haben. Denkbar w￿re, da￿ diese beiden
Faktoren in HeLa-Zellen nicht limitierend sind und daher eine Kotransfektion
keine weitere Stimulation der STAT5-vermittelten Transaktivierung induzieren
kann. Die Expressionsst￿rke der p160/SRC-Gene unterscheidet sich in HeLa-
Zellen jedoch nicht wesentlich, die Koaktivatorproteine sind in HeLa-Zellen in
vergleichbaren Mengen vorhanden (Torchia et al., 1997). Um absolute
Gewissheit ￿ber die Bedeutung p160/SRC-Faktoren f￿r die STAT5-vermittelte
Transaktivierung zu bekommen, k￿nnten beispielsweise die endogenen
Promotor-gebundenen Koaktivatoren mithilfe der Chromatin-
Immunpr￿zipitations-Technik pr￿zipitiert werden. Durch eine anschlie￿ende
PCR-Reaktion mit spezifischen Primern k￿nnte untersucht werden, ob diese
Faktoren tats￿chlich an den β -Kasein-Promotor gebunden haben.
NCoA-1 wirkt als Koaktivator der transaktivierenden Dom￿nen von STAT5a,
STAT5b und STAT6, denn die transkriptionelle Aktivit￿t von GAL-4-DBD-
Fusionsproteinen mit diesen verschiedenen Dom￿nen wurden durch NCoA-1
sehr stark erh￿ht (Abb. 3-2, Abb. 3-9).4. Diskussion
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In ￿bereinstimmung mit verschiedenen Studien wurde beobachtet, da￿ die
komplexer aufgebaute STAT6-Transaktivierungsdom￿ne eine wesentlich
st￿rkere Aktivit￿t als die Transaktivierungsdom￿nen von STAT5a und STAT5b
im GAL4-System aufweist und da￿ das Potential der STAT6-
Transaktivierungsdom￿ne abh￿ngig vom Zelltyp variiert, was auf eine
Beteiligung von Zelltyp-spezifischen Transkriptionsfaktoren hindeutet (Moriggl
et al., 1997), (Abb. 3-2, 3-9 und nicht gezeigte Daten).
Unabh￿ngige Studien haben postuliert, da￿ die STAT6-
Transaktivierungsdom￿ne aus verschiedenen autonomen Elementen
aufgebaut ist (Lu et al., 1997; Moriggl et al., 1997), z. B. wurden 2 autonome
Dom￿nen in den Bereichen AS 677-715 und 753-810 isoliert (Goenka et al.,
1999). In dieser Arbeit konnte der molekulare Mechanismus hierf￿r aufgekl￿rt
werden: es wurde demonstriert, da￿ diese Bereiche die Interaktionsdom￿nen
f￿r p300/CBP bzw. NCoA-1 enthalten (Abb. 3-12). Die 2. autonome Region,
die die Rekrutierung von NCoA-1 vermittelt, hat als Fusion mit GAL4-DBD
eine relativ schwache Aktivit￿t. Diese Aktivit￿t wird jedoch sehr stark durch
NCoA-1 stimuliert (Abb. 3-9). Ein Vergleich dieser GAL4-Fusion in 293T-
Zellen und NCI-H292-Zellen best￿tigt, da￿ das Potential dieser STAT6-
Dom￿ne unmittelbar von NCoA-1 abh￿ngt (Abb. 3-19). Dies wird dadurch
deutlich, da￿ in NCI-H292-Zellen, die einen niedrigen NCoA-1-Spiegel haben,
die GAL4-STAT6-Fusion im Vergleich zu GAL4-DBD wenig aktiv ist, w￿hrend
sie in 293T-Zellen, die endogen weit mehr NCoA-1 aufweisen, eine gr￿￿ere
Aktivit￿t hat (Abb. 3-19 und nicht gezeigte Daten).
Moriggl et al. analysierten die Aktivit￿t der carboxyterminalen STAT6-
Transaktivierungs-Dom￿ne (AS 792-847) f￿r die Induktion eines β -Kasein-
Luziferase-Reporters im Kontext des STAT5-Molek￿ls, d.h. ein gro￿er Teil der
STAT5-Transaktivierungsdom￿ne wurde deletiert (STAT5∆ 750) und mit dem
carboxyterminalen Bereichen der STAT6-Transaktivierungsdom￿ne ersetzt
(Moriggl et al., 1997). An dieser Stelle mu￿ noch einmal betont werden, da￿
STAT5 ein starker Aktivator des β -Kasein-Promotors ist, die STAT5-Variante
ohne die transaktivierende Dom￿ne (STAT5∆ 750) hat dagegen keine
transkriptionelle Aktivit￿t.4. Diskussion
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Interessanterweise ist eine STAT5-Chim￿re mit der carboxyterminalen
STAT6-Transaktivierungsdom￿ne (STAT5∆ 750 + STAT6 AS 792-847)
genauso aktiv wie das Wildtyp-STAT5-Protein. Die Dom￿ne 792-847 von
STAT6 kann folglich die Funktion der STAT5-Transaktivierungsdom￿ne bei
der β -Kasein-Expression ersetzen. Au￿erdem wird deutlich, da￿ die Aktivit￿t
der STAT6-Dom￿ne von AS 792-847 stark vom Promotor-Kontext beeinflu￿t
wird, denn im GAL4-System besitzt die Dom￿ne nur eine geringe Aktivit￿t. Die
Daten von Moriggl et al. k￿nnen aufgrund der vorliegenden Experimente ganz
neu interpretiert werden: Die Rekrutierung von NCoA-1 an DNA-gebundenes
STAT5 reicht f￿r die Initiation der β -Kasein-Expression aus. Aufgrund dieser
Ergebnisse wird postuliert, da￿ die Rekrutierung von NCoA-1 eine wichtige
Funktion der STAT5-Transaktivierungsdom￿ne darstellt.
4.3 Interaktionen
In Koimmunpr￿zipitationen konnte gezeigt werden, da￿ STAT5a und NCoA-1
in Zellen einen Komplex bilden (Abb. 3-3). STAT5 interagierte pr￿ferentiell mit
einer im SDS-Gel h￿her migrierenden Form von NCoA-1, was auf sekund￿re
Modifikationen hindeutet. Ob es sich um eine direkte Interaktion handelt,
konnte nicht gekl￿rt werden. Beim Einsatz von bakteriellen GST-STAT5-
Fusionsproteinen und in vitro synthetisiertem NCoA-1-Protein wurde keine
Interaktion von STAT5 und NCoA-1 beobachtet (Daten nicht gezeigt), was
wiederum f￿r das Erfordernis von Modifikationen sprechen w￿rde.
In der Literatur gibt es mehrere Studien dar￿ber, da￿ NCoA-1
posttranslational modifiziert wird. Beispielsweise wurden an verschiedenen
Stellen des Proteins Serin- und Threonin-Phosphorylierungen gefunden, die
teilweise durch MAP-Kinasen katalysiert werden (Rowan et al., 2000).
Au￿erdem wird NCoA-1 durch CBP acetyliert (Chen et al., 1999a). Diese
Acetylierung verhindert die Wechselwirkung mit nukle￿ren Hormonrezeptoren.
Auch bei STAT5 wurden sekund￿re Modifikationen gefunden: Die Serin-
Phosphorylierung von AS 779 bei STAT5a und AS 730 bei STAT5b erh￿ht
das Transaktivierungspotential (Park et al., 2001).4. Diskussion
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Eine neue Studie beschreibt Glycosylierungen von STAT5, die regulatorisch
auf die transkriptionelle Aktivit￿t von STAT5 einwirken (Christina Gewinner
unver￿ffentlichte Daten, pers￿nliche Mitteilung). ￿ber sekund￿re
Modifikationen von Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren k￿nnen somit
deren Wechselwirkungen reguliert werden.
Prolaktin f￿hrt neben dem JAK/STAT-Signalweg auch zur Aktivierung des
MAP-Kinase-Signalwegs (Piccoletti et al., 1994). Es besteht also die
M￿glichkeit, da￿ der Prolaktin-Stimulus Modifikationen in NCoA-1 oder STAT5
induziert, die f￿r die direkte Interaktion notwendig sind. Dies w￿rde einen
neuartigen Regulationsmechanismus des STAT-Signalweges auf der Ebene
von Koaktivatoren darstellen. Ob und welche sekund￿ren Modifikationen
Voraussetzung f￿r eine Interaktion von NCoA-1 und STAT5 sind, wird
momentan ￿berpr￿ft.
In zwei unabh￿ngigen Studien wurde beschrieben, da￿ eine α -Helix in der
STAT5-Transaktivierungsdom￿ne (As 751-761) einen entscheidenden Beitrag
zur transkriptionellen Aktivit￿t leistet (Callus und Mathey-Prevot, 2000; Wang
et al., 2000a). Es liegt daher nahe, zu untersuchen, ob eben diese Region in
die Rekrutierung von NCoA-1 involviert ist. Diese M￿glichkeit soll in weiteren
Koimmunpr￿zipitationsexperimenten durch den Einsatz von STAT5-
Deletionsmutanten, bei denen diese Helix fehlt, gepr￿ft werden. Eine andere
Erkl￿rung daf￿r, da￿ in vitro keine Interaktion von STAT5 und NCoA-1
gefunden wurde, besteht darin, da￿ STAT5 nicht direkt mit NCoA-1 interagiert
sondern ￿ber den Kontakt zu anderen Koaktivatoren einen Komplex rekrutiert,
in dem NCoA-1 enthalten ist.
Im Gegensatz zu STAT5 zeigten die Interaktionsstudien von STAT6 und
NCoA-1 eindeutig, da￿ STAT6 direkt an NCoA-1 bindet, dies wurde in vitro
und in Zellen demonstriert (Abb. 3-8, 3-11). F￿r NCoA-2 und NCoA-3 konnte
keine Interaktion nachgewiesen werden (Abb. 3-8). Dies best￿tigt die
Annahme, da￿ NCoA-1 im Gegensatz zu den anderen p160/SRC-
Koaktivatoren eine besondere Funktion bei der STAT6-vermittelten
Transaktivierung aus￿bt.
NCoA-1 enth￿lt verschiedene konservierte Dom￿nen, die die Interaktion mit
anderen Transkriptionsfaktoren, z. B. den nukle￿ren Hormonrezeptoren
vermitteln.4. Diskussion
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Die Bindungsstelle von STAT6 wurde auf eine aminoterminale Region von
NCoA-1 zwischen AS 257-420 kartiert, die die PAS-B-Dom￿ne sowie einen
Teil der Serin/Threonin (S/T)-reichen Region enth￿lt (Abb. 3-13). Weder die
bHLH/PAS-Dom￿ne alleine (AS 1-361), noch die S/T-reiche Region (AS 361-
571) zeigten eine Bindung an STAT6. In verschiedenen Studien wurde
beschrieben, da￿ diese Dom￿nen mit anderen Transkriptionsfaktoren
interagieren k￿nnen: Der Bereich AS 1-361 bindet TEF4 und p53 in vitro
(Belandia und Parker, 2000; Lee et al., 1999), der Bereich AS 361-568
interagiert mit dem Serum-response-Factor (Kim et al., 1998), STAT3 bindet
an die Region AS 361-782 von NCoA-1 (Giraud et al., 2002). F￿r die
Interaktion mit STAT6 sind aber beide Bereiche, n￿mlich die PAS-B-Dom￿ne
und die S/T-reiche Region unbedingt notwendig und ausreichend f￿r eine
direkte Interaktion, was in vitro in GST-Pulldown-Experimenten als auch in
vivo (in einem Hefe-Zweihybridsystem, Daten nicht gezeigt) beobachtet
wurde. Dies deutet darauf hin, da￿ die Bindung an STAT6 von einer
besonderen Proteinoberfl￿che vermittelt wird, die eben aus Bereichen der
beiden genannten Regionen gebildet wird.
In fr￿heren Studien wurde beobachtet, da￿ Bereiche von Proteinen, die in
L￿sung eine ungeordnete Struktur haben, bei Bindung von
Interaktionspartnern eine geordnete Struktur ausbilden k￿nnen. Dadurch wird
erreicht, da￿ eine bestimmte Oberfl￿che mit verschiedenen Proteinen
wechselwirken kann (Wright und Dyson, 1999). M￿glicherweise bildet die
aminoterminale Region von NCoA-1 eine solche dynamische Oberfl￿che, die
je nach Interaktionspartner eine bestimmte Struktur ausbilden kann. Um dies
zu pr￿fen, wird momentan in Kooperation mit einer anderen Arbeitsgruppe ein
Proteinkomplex aus interagierenden Fragmenten von STAT6 (AS 792-847)
und NCoA-1 (AS 257-420) kristallisiert und ￿ber NMR-Spektroskopie
analysiert.
4.4 Mechanismus der Koaktivierung
NCoA-1 besitzt mehrere Bereiche mit Transaktivierungsfunktion, die
aminoterminale Region, die AD1-Dom￿ne, die die Interaktion mit CBP/p300
vermittelt, und eine C-terminal gelegene AD2-Dom￿ne (Onate et al., 1998).4. Diskussion
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Der carboxyterminale Bereich hat eine schwache HAT-Aktivit￿t (Spencer et
al., 1997) und interagiert mit Methyltransferasen, wie CARM1 und PRMT1
(Chen et al., 1999b; Koh et al., 2001).
Welche dieser Funktionen f￿r die Koaktivierung von STAT5 und STAT6
gebraucht werden, wurde mit zwei verschiedenen Ans￿tzen in
Reportergenexperimenten untersucht. Zum einen wurde die
Koaktivierungsfunktion von NCoA-1-Deletionskonstrukten, in denen
verschiedene funktionelle Dom￿nen deletiert sind, im Vergleich zum
Volll￿ngen-NCoA-1 analysiert. Als zweiter Ansatz wurden die isolierten
funktionellen Dom￿nen ￿berexprimiert und der Effekt auf die STAT-vermittelte
Transaktivierung bestimmt. Eine essentielle funktionelle Dom￿ne sollte
erwartungsgem￿￿, wenn sie in der Zelle im ￿berschu￿ vorhanden ist, einen
dominant negativen Effekt auf die Funktion von endogenem NCoA-1 haben,
da diese Dom￿ne mit wichtigen Interaktionspartnern konkurriert (Abb. 3-5B).
Beide Ans￿tze zeigen, da￿ sowohl die aminoterminale Dom￿ne von NCoA-1,
als auch die AD1-Dom￿ne essentiell f￿r die Koaktivierung von STAT5 sind
(Abb. 3-4, 3-5). Die AD1-Dom￿ne vermittelt die Interaktion von NCoA-1 mit
p300/CBP. Interessanterweise liegen die Bindestellen f￿r STAT5 und f￿r
NCoA-1 in verschiedenen Bereichen von CBP; STAT5 bindet die Region AS
451-721 (Pfitzner et al., 1998), w￿hrend NCoA-1 die Region AS 2042-2157
kontaktiert (Yao et al., 1996). Dies bedeutet, da￿ theoretisch STAT5 und
NCoA-1 gleichzeitig mit p300/CBP wechselwirken k￿nnen.
Fr￿here Studien postulieren, da￿ NCoA-1 bei der Koaktivierung der nukle￿ren
Hormonrezeptoren den Komplex dieser Transkriptionsfaktoren mit p300/CBP
stabilisiert (Sheppard et al., 2001). Daher ist es m￿glich, da￿ NCoA-1 analog
zu dieser Situation die Wechselwirkung von p300/CBP und STAT5 stabilisiert.
Die Funktion der aminoterminalen Region von NCoA-1 bei der Koaktivierung
von STAT5 k￿nnte in der Rekrutierung von weiteren Effektorproteinen liegen.
Die Region AS 1-93 von NCoA-1 besitzt Transaktivierungsfunktion, wenn sie
an die heterologe GAL4-DNA-Bindungsdom￿ne fusioniert wird und rekrutiert
vermutlich Komponenten des Transkriptionsapparats (Onate et al., 1998).
Die aminoterminale Dom￿ne k￿nnte auch den direkten Kontakt zu STAT5
herstellen. Diese M￿glichkeit wird momentan durch den Einsatz von NCoA-1-
Deletionsmutanten in weiteren Bindungsstudien untersucht.4. Diskussion
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F￿r die Koaktivierung von STAT6 werden -wie schon bei STAT5 beobachtet-
die aminoterminale Dom￿ne und die AD1-Dom￿ne von NCoA-1 ben￿tigt (Abb.
3-14 und 3-15). Die Funktion der aminoterminalen Dom￿ne liegt bei STAT6
ganz klar in der Vermittlung der direkten Interaktion (Abb. 3-13). Dar￿ber
hinaus k￿nnte die aminoterminale Dom￿ne aber auch wie bei STAT5
postuliert, den Kontakt zu weiteren Effektorproteinen herstellen.
Die Funktion der AD1-Dom￿ne bei der Koaktivierung von STAT6 scheint in
der Rekrutierung von p300/CBP und/oder anderen AD1-bindenden Proteinen
wie p/CAF zu liegen. CBP interagiert direkt mit dem aminoterminalen Bereich
der STAT6-Transaktivierungsdom￿ne (AS 677-792), diese Interaktion ist im
Vergleich zur STAT6/NCoA-1-Interaktion nicht sehr stark (Abb. 3-12). NCoA-1
k￿nnte analog zu der Situation bei den nukle￿ren Hormonrezeptoren ebenso
stabilisierend auf die Interaktion von STAT6 und CBP wirken.
Es ist aber nicht gekl￿rt, ob STAT6 gleichzeitig mit p300/CBP und NCoA-1
interagieren kann, da die Bindungsstellen f￿r die jeweiligen
Interaktionspartner sowohl in STAT6 (Abb. 3-12) als auch in CBP (Gingras et
al., 1999; Yao et al., 1996) sehr eng benachbart sind. Daher mu￿ in Betracht
gezogen werden, da￿ NCoA-1 und CBP sequentiell binden, d. h. da￿ z. B.
STAT6 NCoA-1 rekrutiert, welches p300/CBP in die N￿he von STAT6 bringt.
P300/CBP k￿nnte dann den Platz von NCoA-1 einnehmen. Um diese
M￿glichkeit zu pr￿fen, sind weitere Bindungsstudien von GST-STAT6-
Fusionsprotein mit gereinigtem NCoA-1- und CBP-Protein geplant. Es soll
untersucht werden, ob steigende Mengen des einen Koaktivators die Bindung
des anderen Koaktivators an die STAT6-Transaktivierungsdom￿ne
beeinflussen und umgekehrt.
Bei der Untersuchung der Bedeutung der AD2-Dom￿ne f￿r die STAT5-
vermittelte Transaktivierung wurden widerspr￿chliche Effekte aus den
Ans￿tzen mit dem NCoA-1-Deletionskonstrukt bzw. mit der isolierten AD2-
Dom￿ne beobachtet. Das Deletionskontrukt, dem die AD2-Dom￿ne fehlt, wies
das gleiche Koaktivierungspotential auf wie das Volll￿ngen-NCoA-1-Konstrukt
(Abb. 3-4). Auf der anderen Seite hatte die ￿berexpression der isolierten
AD2-Dom￿ne von NCoA-1 einen stark inhibitorischen Effekt auf die STAT5-
vermittelte Transaktivierung (Abb. 3-5), was auf eine Beteiligung der Dom￿ne
bei der Koaktivierung durch NCoA-1 hinweist.4. Diskussion
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Dies macht deutlich, da￿ mit beiden Ans￿tzen verschiedene Aspekte des
Koaktivierungsmechanismus untersucht werden und weist auf die Komplexit￿t
des Mechanismus hin. Eine Hemmung durch eine isolierte Dom￿ne impliziert
nicht zwangsl￿ufig, da￿ diese Dom￿ne eine essentielle Funktion hat. Der
inhibitorische Effekt der isolierten AD2-Dom￿ne k￿nnte mit einer Blockierung
von Methyltransferasen wie z.B. CARM1 und PRMT1 erkl￿rt werden, die
potenziell mit NCoA-1 ￿ber die AD2-Dom￿ne interagieren (Chen et al., 1999b;
Koh et al., 2001). Es gibt erste Hinweise f￿r eine Beteiligung von CARM1
(pers￿nl. Mitteilung, Stefanie Kliem).
In einer fr￿heren Studie wurde gezeigt, da￿ STAT1 durch PRMT1 an einem
bei allen STATs konservierten Arginin methyliert wird und diese Modifikation
essentiell f￿r die Funktion von STAT1 ist (Mowen et al., 2001). CARM1 k￿nnte
analog zu der Situation bei STAT1 STAT5 methylieren, die Funktion des
Enzyms k￿nnte aber auch in der Methylierung von Histon H3 liegen (Ma et al.,
2001; Schurter et al., 2001), was ein Kennzeichen von aktivierten Genen ist
(Bauer et al., 2002).
Da die vorliegenden Experimente eine NCoA-1-vermittelte Rekrutierung von
CARM1 ausschlie￿en (Abb. 3-4), wird CARM1 wahrscheinlich ￿ber die
Interaktion mit p300/CBP (Xu et al., 2001) in die N￿he von STAT5 gebracht.
Die Funktion von CARM1 bei der STAT5-vermittelten Transaktivierung wird
momentan im Detail analysiert.
Im carboxyterminalen Bereich weisen die p160/SRC-Faktoren eine
Sequenzhomologie von ca. 30% auf (s. Abb. 3-6A). Interessanterweise haben
die der AD2-Dom￿ne von NCoA-1 homologen Bereiche von NCoA-2 und
NCoA-3 keinen Einflu￿ auf die STAT5-vermittelte Transaktivierung (Ab. 3-
6B,C). Daraus wird geschlossen, da￿ die Sequenzunterschiede f￿r den
unterschiedlichen Effekt der isolierten AD2-Dom￿nen bei der STAT5-
vermittelten Transaktivierung verantwortlich sind. H￿chstwahrscheinlich
k￿nnen die in der Arbeit verwendeten verk￿rzten AD2-Dom￿nen von NCoA-2
und NCoA-3 die Methyltransferase CARM1 nicht binden und damit auch nicht
inhibieren. Diese M￿glichkeit m￿￿te experimentell in weiteren
Bindungsstudien gepr￿ft werden.
Die AD2-Dom￿ne von NCoA-1 ist f￿r eine Koaktivierung von STAT5 und
STAT6 nicht essentiell (Abb. 3-4 und 3-14).4. Diskussion
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Daher spielt die HAT-Funktion von NCoA-1 keine Rolle bei der Koaktivierung
dieser STAT-Proteine. STAT5 und STAT6 ben￿tigen jedoch die HAT-Funktion
von p300/CBP bei der Transaktivierung bestimmter Zielgene (Dominique
Marilley, pers￿nl. Mitteilung; Shankaranarayanan, 2001).
4.5 Synergismus von STAT5 und STAT6 mit anderen
Transkriptionsfaktoren
Das  β -Kasein-Reporter-Konstrukt, das f￿r diese Studie verwendet wurde,
enth￿lt neben den beiden STAT5-Bindestellen auch halbe Glukokortikoid-
Rezeptor (GR) -Elemente. Zahlreiche Studien best￿tigten, da￿ STAT5 und
GR bei der Regulation der β -Kasein-Expression synergistisch wirken (Doppler
et al., 2000; Doppler et al., 1989; Doppler et al., 1990; Doppler et al., 2001;
Reichardt et al., 2001; Stocklin et al., 1996). Der stimulierende Effekt von GR
auf STAT5 wurde teilweise durch eine Stabilisierung der DNA-Bindung sowie
eine Verl￿ngerung der Tyrosin-Phosphorylierung von STAT5 erkl￿rt
(Wyszomierski et al., 1999). Dar￿ber hinaus wurde spekuliert, da￿
Koaktivatoren an der synergistischen Transaktivierung von GR und STAT5
beteiligt sein k￿nnten. GR k￿nnte beispielsweise die Interaktion zwischen
STAT5 und NCoA-1 verst￿rken.
In dieser Arbeit wurden jedoch keine Hinweise auf eine Funktion von NCoA-1
beim Synergismus von STAT5 und GR gefunden (Abb. 3-3), eine
Kotransfektion von GR hat keinen steigernden Effekt auf die Komplexbildung
von STAT5 und NCoA-1.
Auch in den Promotoren von verschiedenen IL-4-abh￿ngigen Genen, wie
GLε , GL γ 1 und CD23, befinden sich die STAT6-Bindungselemente in enger
Nachbarschaft zu Bindungselementen anderer Transkriptionsfaktoren, z. B.
CAAT/enhancer-binding protein (C/EBPβ ), NFκ B bzw. PU.1. Diese Faktoren
k￿nnen synergistisch wirken (Delphin und Stavnezer, 1995; Lundgren et al.,
1994; Mikita et al., 1998; Richards und Katz, 1997; Shen und Stavnezer,
1998; Stutz und Woisetschlager, 1999; Warren und Berton, 1995).4. Diskussion
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PU.1, die NFκ B-Untereinheit p65 und STAT6 interagieren mit verschiedenen
Regionen von CBP (Gerritsen et al., 1997; Gingras et al., 1999; Yamamoto et
al., 1999). Die p50-Untereinheit von NFκ B und STAT6 rekrutieren NCoA-1
￿ber verschiedene Kontaktstellen in NCoA-1 (Na et al., 1998, Abb. 3-13).
STAT6 und NFκ B interagieren direkt miteinander (Shen und Stavnezer,
1998). Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, da￿ die synergistische
Aktivierung von IL-4-abh￿ngigen Zielgenen zus￿tzlich zu der kooperativen
DNA-Bindung der Faktoren, auch ein Ergebnis der gemeinschaftlichen
Rekrutierung eines gemeinsamen p300/CBP/NCoA-1-Koaktivatorkomplex
sein k￿nnte. In diesem Modell agieren p300/CBP und NCoA-1 ￿ber ihre
vielf￿ltigen Proteininteraktionsfl￿chen als Integratoren verschiedener
Signalwege.
4.6 Vergleich der Koaktivierung verschiedener STATs
Die verschiedenen Vertreter der STAT-Familie weisen einen hohen
Verwandtschaftsgrad in Bezug auf Struktur und Funktion auf. Die STAT-
Proteine STAT1, STAT2, STAT3, STAT5 und STAT6 werden alle durch p300/
CBP koaktiviert, jedoch werden unterschiedliche Bereiche von p300/CBP
kontaktiert (Gingras et al., 1999; Paulson et al., 1999; Pfitzner et al., 1998) (s.
Abb. 1-2).
Aufgrund der vorliegenden Arbeit und der Ergebnisse von anderen Studien
erscheint es sehr wahrscheinlich, da￿ bei NCoA-1 eine ￿hnliche Situation
vorliegt: NCoA-1 wirkt als Koaktivator von STAT3 (Giraud et al., 2002), STAT5
und STAT6 (Litterst und Pfitzner, 2001). Es gibt jedoch keinen gemeinsamen
Mechanismus, was die Rekrutierung durch die STAT-
Transaktivierungsdom￿nen angeht. Von allen STATs ist nur STAT6 in der
Lage, als Monomer mit NCoA-1 zu interagieren (Abb. 3-16). Ein
Sequenzvergleich der transaktivierenden Dom￿nen der STATs in silico ergab,
da￿ die NCoA-1-Interaktionsdom￿ne von STAT6 in einer Region liegt, die in
den anderen STATs keine Entsprechung hat (Daten nicht gezeigt). Das
Interaktionsmodul ist somit eine spezifische Eigenschaft von STAT6.4. Diskussion
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Au￿erdem kontaktieren STAT3 und STAT6 jeweils unterschiedliche Bereiche
von NCoA-1 (Giraud et al., 2002, Abb. 3-13).
Das Erfordernis von unterschiedlichen Kontaktstellen in p300/CBP und NCoA-
1 wird dadurch verst￿ndlich, da￿ die einzelnen STAT-Proteine an
verschiedenen Promotoren mit jeweils anderen Transkriptionsfaktoren
zusammenwirken und vermutlich an jedem Promotor eine bestimmte
Kombination von Koaktivatoren f￿r die maximale Koaktivierung gebraucht
wird. Nach neueren Modellvorstellungen lagern sich Koaktivatoren zu
bestimmten kleineren Komplexen (sogenannten Subkomplexen) zusammen,
wie z. B. bin￿re Komplexe aus p300/CBP und NCoA-1  oder p300/CBP und
p/CAF (Kamei et al., 1996; McKenna et al., 1998; Xu et al., 2000), die f￿r die
Rekrutierung durch verschiedene Aktivatoren bei den entsprechenden
Signalen bereitstehen (McKenna et al., 1999; McKenna und O’Malley, 2002).
Die Koordination verschiedener Transkriptionsfaktoren wird demnach durch
eine selektive Auswahl der passenden, vorgeformten Koaktivator-
Subkomplexe in den jeweiligen Stadien des Transkriptionsinitiationsprozesses
vollzogen (Lemon et al., 2001).
Da die transkriptionelle Initiation ein mehrstufiger Prozess ist, bei dem
verschiedene Koaktivatorkomplexe sequentiell rekrutiert werden, w￿re es
interessant zu untersuchen, in welchem Stadium NCoA-1 bei der Aktivierung
verschiedener STAT-Zielgene aktiv wird. Mithilfe der Chromatin-
Immunpr￿zipitationstechnik k￿nnte analysiert werden, zu welchen Zeitpunkten
nach der Aktivierung des STAT-Signalweges NCoA-1 im Vergleich zu
anderen Koaktivatoren wie p300/CBP und CARM1 am jeweiligen Promotor
bindet. Diese Experimente werden momentan in der Arbeitsgruppe
durchgef￿hrt.
In Abb. 4-1 ist ein Modell der Koaktivatorkomplexe dargestellt, die bei der
Transaktivierung durch STAT5 und STAT6 involviert sind. STAT5 und STAT6
rekrutieren beide ￿ber verschiedene Kontaktstellen selektiv einen
p300/CBP/NCoA-1-Koaktivator-Komplex. STAT6 bindet direkt an die
aminoterminale Dom￿ne von NCoA-1 (N). Bei STAT6-Zielgenen unterst￿tzen
vermutlich andere, im Promotor benachbart bindende Transkriptionsfaktoren,
wie NFκ B und PU.1 die Rekrutierung der Koaktivatorkomplexe.4. Diskussion
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Abb. 4.1 Modell der selektiven Rekrutierung von Subkomplexen.
STAT5 und STAT6 rekrutieren selektiv bestimmte Koaktivatorkomplexe an die Promotoren
ihrer Zielgene β -Kasein bzw. GL ε . STAT6 interagiert direkt mit der aminoterminalen Dom￿ne
von NCoA-1 (N). STAT6 wird bei der Rekrutierung des Koaktivatorkomplexes durch NFkB
und PU.1 unterst￿tzt, welche auch mit p300/CBP und/oder NCoA-1 interagieren k￿nnen.
P300/CBP tr￿gt zur ￿ffnung der Promotoren bei, indem es Histone acetyliert. STAT5
rekrutiert auch Methyltransferasen an den Promotor, welche Histone oder eventuell auch
STAT5 selbst methylieren k￿nnen. Enzymatische Modifizierungen sind mit schwarzen,
Interaktionen mit gr￿nen Pfeilen symbolisiert. GTF, generelle Transkriptionsfaktoren, Ac
Acetylierung, CH3 Methylierung.
Histone in der Promotorregion von STAT5- und STAT6-regulierten Genen
werden durch p300/CBP acetyliert (Stefanie Kliem, pers. Mitteilung,
Shankaranarayanan et al., 2001), was zur Auflockerung der Chromatinstruktur
f￿hrt und die Bindung genereller Transkriptionsfaktoren (GTF) erm￿glicht.  Im
Koaktivatorkomplex, der von STAT5 rekrutiert wird, ist vermutlich auch
CARM1 assoziiert, das potenziell STAT5 oder Histone methyliert. Dar￿ber
hinaus rekrutieren p300/CBP und NCoA-1 aktiv generelle
Transkriptionsfaktoren und f￿rdern so die Bildung des Initiationskomplexes.4. Diskussion
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4.7 Charakterisierung des LXXLL-Motiv in der STAT6-
Transaktivierungsdom￿ne
Der Bereich der STAT6-Transaktivierungsdom￿ne, der die Bindung von
NCoA-1 vermittelt (AS 792-847), enth￿lt ein sogenanntes LXXLL-Motiv (wobei
L f￿r Leucin und X f￿r eine beliebige Aminos￿ure steht). Dieses
Proteininteraktionsmotiv wurde urspr￿nglich bei transkriptionellen
Koaktivatoren identifiziert und wurde mittlerweile  auch bei anderen Proteinen
gefunden, z. B. bei PIASY, CyclinD1, Arylhydrocarbonrezeptor (Ikuta et al.,
2002; Liu et al., 2001; Petre et al., 2002). Die LXXLL-Motive von
Koaktivatoren vermitteln die Bindung an Liganden-gebundene nukle￿re
Hormonrezeptoren und sind essentiell f￿r die Koaktivierung der
Hormonrezeptoren (Heery et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit wurde
demonstriert, da￿ ein LXXLL-Motiv in der STAT6-Transaktivierungsdom￿ne
essentiell f￿r die direkte Interaktion mit dem Koaktivator NCoA-1 ist. Dies
wurde mit verschiedenen Experimenten belegt. Das Peptid 1 (AS 794-814),
das das Interaktionsmotiv enth￿lt, hemmt sehr effizient die Bindung von
STAT6 und NCoA-1 (Abb. 3-17B). Zum zweiten blockieren Antik￿rper, die
gegen diese Region von STAT6 gerichtet sind, die Bindung an NCoA-1 (Abb.
3-17D). Dagegen haben Antik￿rper, die gegen einen dem Interaktionsmotiv
benachbarten Bereich gerichtet sind, keinen Einflu￿ auf die Bindung von
STAT6 und NCoA-1 (Abb. 3-17D). Schlie￿lich f￿hren Punktmutationen im
LXXLL-Motiv (L 802, 805 zu A) zu einem Verlust der Bindung von STAT6 und
NCoA-1 in vitro (Abb. 3-18).
Das LXXLL-Motiv vermittelt die Rekrutierung von NCoA-1 in Zellen (Abb. 3-
20). Es hat eine wichtige Funktion bei der STAT6-vermittelten
Transaktivierung sowohl in Reportergenexperimenten als auch bei der
Expression des Zielgens Eotaxin-3, denn eine STAT6-Variante mit einem
mutagenisierten LXXLL-Motiv hatte in beiden F￿llen ein um 50% niedrigeres
Transaktivierungspotential verglichen mit dem Wildtyp-STAT6 (Abb. 3-20C,
und 3-21). Somit tr￿gt NCoA-1 zu 50% der transkriptionellen Aktivit￿t von
STAT6 bei.4. Diskussion
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Wie an anderer Stelle bereits ausgef￿hrt, wird vermutet, da￿ eine wichtige
Funktion von NCoA-1 in der Stabilisierung der Wechselwirkungen von STAT6
und dem Koaktivator p300/CBP besteht. Mithilfe der STAT6-Mutante k￿nnte
dieses Modell gepr￿ft werden, indem untersucht wird, wie effizient die direkte
Rekrutierung von p300/CBP in Zellen tats￿chlich ist: Ein Vergleich der
Komplexbildung von p300/CBP mit Wildtyp-STAT6 und der STAT6-Mutante in
Koimmunpr￿zipitationen k￿nnte zeigen, welche Rolle NCoA-1 bei der
Interaktion von STAT6 und p300/CBP spielt.
4.8 Struktur des LXXLL-Motivs
LXXLL-Motive kommen in verschiedenen Koaktivatoren meist in mehreren
Kopien vor. Vertreter der p160/SRC-Koaktivatorfamilie enthalten z. B. drei
Motive, die die Interaktion mit nukle￿ren Hormonrezeptoren vermitteln und
zwei Motive, die f￿r die Bindung an p300/CBP gebraucht werden. P300/CBP
enthalten selbst zwei Motive (Heery et al., 1997).
Alle Motive, die bisher beschrieben wurden, bilden eine α -helikale Struktur mit
einer hydrophoben Oberfl￿che aus, die durch die hydrophoben Leucine
gebildet wird. Dennoch sind nicht alle LXXLL-Motive funktionell gleich. Die
das Motiv flankierenden Sequenzen bestimmen die Spezifit￿t der Bindung
(Chang et al., 1999; Ding et al., 1998).
Das LXXLL-Motiv von STAT6 bildet h￿chstwahrscheinlich auch eine α -Helix
aus, wie eine Struktur-Vorhersage in silico ergab (Abb. 3-22A). Ein
Sequenzvergleich mit den LXXLL-Motiven von NCoA-1 und CBP zeigt, da￿ es
unter den amino- oder carboxyterminal zu der Kernsequenz gelegenen
Aminos￿uren keine ˜hnlichkeiten gibt (Abb. 3-22B).
In mehreren Studien wurde beschrieben, da￿ nukle￿re Hormonrezeptoren
und STAT6 sich sowohl positiv als auch negativ beeinflussen k￿nnen
(Bertoglio und Leroux, 1988; Biola et al., 2000; Stocklin et al., 1996; Zubiaga
et al., 1992). Eine solche Vernetzung der Signalwege k￿nnte auch auf der
Ebene von Interaktionen mit Koaktivatoren reguliert sein.4. Diskussion
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In dieser Arbeit wurden keine Hinweise auf eine Kompetition zwischen dem
STAT6-LXXLL-Motiv und den Motiven aus nukle￿ren Hormonrezeptoren
gefunden, denn das STAT6-Peptid, was ein wirksamer Inhibitor f￿r die
Interaktion mit NCoA-1 darstellt, hatte keinen Effekt auf die in vitro-Interaktion
von NCoA-1 mit dem Retins￿urerezeptor (Abb. 3-22C). Diese Ergebnisse
zeigen, da￿ das STAT6-LXXLL-Motiv wohl eine spezifische Interaktions-
Oberfl￿che ausbildet und wahrscheinlich keine Funktion beim Crosstalk mit
nukle￿ren Rezeptoren hat. Daher besteht die M￿glichkeit, da￿ die STAT6-
NCoA-1-Interaktion mit dem Peptid 1 spezifisch blockiert werden kann, ohne
da￿ dabei andere Interaktionen, die ebenfalls ￿ber LXXLL-Motive vermittelt
werden, beeintr￿chtigt werden.
4.9 Hemmung des IL-4/STAT6-Signalweges durch
Blockieren der STAT6/NCoA-1-Interaktion in Zellen
Der IL-4/STAT6-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Differenzierung
von Th2-Zellen und IgE-produzierenden B-Zellen.
Das Gleichgewicht von Th2- und den antagonistischen Th1-Zellen ist sehr
genau reguliert. Eine Erh￿hung der Produktion von Th2-Zytokinen und IgE
f￿hrt zu den bekannten Symptomen allergischer Erkrankungen (Pernis and
Rothman, 2002). Daher stellt die Interferenz des IL-4/STAT6-Signalwegs eine
M￿glichkeit f￿r eine Therapie dar.
In der Literatur sind mehrere Strategien beschrieben, um diesen Signalweg zu
hemmen: Antagonistische IL-4-Mutanten (Grunewald et al., 1998); IL-4-
Rezeptorantagonisten (Tomkinson et al., 2001); intrazellul￿re Peptide, die die
Bindung von STAT6 an den Rezeptor verhindern (Stolzenberger et al., 2001);
Oligonukleotide, die spezifisch die DNA-Bindung von STAT6 an sein
Bindungselement inhibieren (Stutz et al., 2001; Wang et al., 2000b). Die
Daten dieser Arbeit zeigen, da￿ eine Hemmung der STAT6/NCoA-1-
Interaktion in Zellen zu einer verminderten Expression von STAT6-Zielgenen
f￿hren k￿nnte:4. Diskussion
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Erste Hinweise wurden in Reportergenexperimenten gewonnen, indem
interagierende Fragmente von STAT6 (AS 792-847) und NCoA-1 (AS 1-571,
AS 213-462) ￿berexprimiert wurden, die als Kompetitor f￿r die Interaktion von
STAT6 und NCoA-1 wirken k￿nnen. Diese Fragmente f￿hrten zu einer
Reduktion der STAT6-vermittelten Transaktivierung (Abb. 3-15BCD und 3-
24). Die Hemmung durch die NCoA-1-Fragmente war spezifisch f￿r STAT6,
denn die Funktion des Retins￿urerezeptors wurde dadurch nicht beeintr￿chtig
(Abb. 3-15E).
F￿r die Reportergenexperimente wurde ein Konstrukt mit einem artifiziellen
Promotor, der aus multimerisierten STAT6-Bindeelementen besteht,
verwendet. Dieses Konstrukt spiegelt die Situation der nat￿rlichen Promotoren
von STAT6-Zielgenen, die aus Bindungselementen verschiedener
Transkriptionsfaktoren zusammengesetzt sind, nur teilweise wider. Au￿erdem
ist die genomische DNA in Chromatin verpackt und transkriptionell inaktiv,
was einen weiteren regulatorischen Mechanismus der Genexpression
darstellt. Daher wurde in dieser Arbeit die Bedeutung der STAT6-NCoA-1-
Interaktion auch bei der Expression endogener Gene untersucht.
Bei dem endogenen Zielgen Eotaxin-3 scheint, wie aus den Studien mit einer
STAT6-Mutante hervorging, die STAT6/NCoA-1 Interaktion einen wichtigen
Beitrag zur Genexpression zu liefern. Eotaxin-3 ist ein Beispiel f￿r ein STAT6-
Zielgen, dessen Hemmung einen therapeutischen Nutzen bei allergischen
Erkrankungen h￿tte (Luster, 2001), denn bei dem sekretierten Eotaxin-3-
Protein handelt es sich um einen wichtigen chemischen Lockstoff f￿r
Eosinophile (Bandeira-Melo et al., 2001). Die lokale Produktion von Eotaxin-3
in Endz￿ndungsherden und die damit einhergehende Rekrutierung von
Eosinophilen ist ein Charakteristikum von atopischen Erkrankungen (Berkman
et al., 2001).
Die Transaktivierung des Eotaxin-3-Gens kann alleine durch STAT6 vermittelt
werden. Andere STAT6-Zielgene, wie z.B. Cε , werden auch durch NFκ B oder
durch ein synergistisches Zusammenwirken von STAT6 und NFκ B induziert.
Vermutlich variiert die Rolle von NCoA-1 bei der STAT6-vermittelten
Transaktivierung je nach dem spezifischen Promotor- und/oder dem zellul￿ren
Kontext.4. Diskussion
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In der vorliegenden Arbeit wurde exemplarisch f￿r die Expression der STAT6-
aktivierten Gene CD23 und 12/15-Lipoxygenase untersucht, ob eine
Hemmung der STAT6/NCoA-1-Interaktion durch die beschriebenen
Fragmente (STAT6 AS 792-847, NCoA-1 AS 1-571 bzw. AS 100-462) zu
einer Reduktion der Expression f￿hrt.
CD23 ist der niedrigaffine Rezeptor f￿r IgE. CD23 wird auf B-Zellen gebildet,
wenn sie durch IL-4 und den CD40-Liganden stimuliert werden (Richards and
Katz, 1997). CD23 greift sowohl in die positive als auch in die negative
Regulation der IgE-Produktion von B-Zellen ein (Kilmon et al., 2001; Yu et al.,
1994).
Die ￿berexpression beider inhibitorischer Dom￿nen (STAT6 AS 792-847,
NCoA-1 AS 1-571) hatte keinen Einflu￿ auf die IL-4-induzierte Synthese von
CD23 in der B-Zellinie M12.4.1 (Abb. 3-25 und nicht gezeigte Daten). Warum
kein Effekt beobachtet wurde, kann nur spekulativ diskutiert werden. Es
besteht die M￿glichkeit, da￿ die inhibitorischen Polypeptide im Vergleich zu
den endogenen Proteinen nicht in ausreichender Menge vorhanden waren,
um als Kompetitor wirken zu k￿nnen. Gerade STAT6 ist in diesen Zellen in
einer gro￿en Menge vorhanden.
Auf der anderen Seite ist es auch m￿glich, da￿ NCoA-1 bei der
Transaktivierung von CD23 keine Rolle spielt. Das STAT6-Element im CD23-
Promotor unterscheidet sich vom klassischen GAS-Element anderer STAT6-
Zielgene (Richards and Katz, 1997). Das benachbarte C/EBP-
Bindungselement ist nicht notwendig f￿r die IL-4 induzierte Expression.
Au￿erdem wurde beschrieben, da￿ an der Regulation der Expression
Transkriptionsfaktoren beteiligt sind, die spezifisch f￿r bestimmte
Differenzierungsstadien von B-Zellen sind (Schubach et al., 1997). Es ist
m￿glich, da￿ STAT6 auf diesem Promotor mit diesen Transkriptionsfaktoren
zusammenwirken muss und daher auch andere Koaktivatorkomplexe
rekrutiert werden. Die Bedeutung von NCoA-1 f￿r dieses STAT6-Zielgen
k￿nnte mithilfe von B-Zellen aus NCoA-1 -/- M￿usen abgesch￿tzt werden.
Die 12/15-Lipoxygenase katalysiert die oxidative Umsetzung von
unges￿ttigten Fetts￿uren. Arachidons￿ure wird zu 15-
Hydroxyeicosatetraenols￿ure (15-HETE) umgesetzt, w￿hrend Linols￿ure zu
13-Hydroxyoktadecadienols￿ure metabolisiert wird.4. Diskussion
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Diese und weitere entstehende Metaboliten f￿hren in Lungenepithelzellen zu
Entz￿ndungen der Atemwege. M￿glicherweise regulieren sie die Wanderung
von Leukozyten in die Lunge, die Kontraktion und Relaxation glatter
Muskelzellen, die Hyperreaktivit￿t der Atemwege und die Schleimsekretion
(Jayawickreme et al., 1999; Profita et al., 1999). Die Hemmung der 12/15-
Lipoxygenase hat daher einen therapeutischem Nutzen bei allergischen
Erkrankungen.
Die Expression der endogenen 12/15-Lipoxygenase in Lungenepithelzellen
wurde sowohl durch die ￿berexpression der aminoterminalen Dom￿ne von
NCoA-1 als auch der carboxyterminalen Dom￿ne von STAT6 signifikant
reduziert (Abb. 3-26 und 3-27). Der Effekt der aminoterminalen Dom￿ne AS
100-462 von NCoA-1 scheint wirkungsvoller zu sein, denn schon bei Analyse
einer Gesamtpopulation von Zellen, die transient mit dieser Dom￿ne
transfiziert wurden, wurde ein Effekt auf die 12/15-Lipoxygenaseexpression
beobachtet. Die Expression reduzierte sich auf weniger als ein Viertel des
Kontrollwertes (Abb. 3-26). Dagegen erbrachte die transiente Transfektion der
STAT6-Dom￿ne keinen Effekt (Daten nicht gezeigt). M￿glicherweise hat die
Dom￿ne von AS 100-462 neben der Inhibition der STAT6/NCoA-1-Bindung
noch weitere Effekte auf potenzielle Effektorproteine, die an die
aminoterminale Dom￿ne von NCoA-1 binden. Dies erkl￿rt den st￿rkeren
Effekt im Vergleich zur STAT6-Dom￿ne, die ja nur die STAT6/NCoA-1-
Interaktion blockieren kann.
Eine neuere Studie zur transkriptionellen Regulation der 12/15-Lipoxygenase
in Lungenepithelzellen beschreibt, da￿ Acetylierung von STAT6 und von
Histon H3 eine Voraussetzung f￿r die Initiation der 12/15-Lipoxygenase-
Transkription sind und dies haupts￿chlich durch die HAT-Aktivit￿t von
p300/CBP vermittelt wird (Shankaranarayanan et al., 2001). Die vorliegenden
Daten legen die Vermutung nahe, da￿ NCoA-1 bei der Initiation der
Lipoxygenase-Expression stabilisierend auf die Interaktion von CBP und
STAT6 wirkt.
In dieser Arbeit wurden mehrere M￿glichkeiten entwickelt, um die Interaktion
von STAT6 und NCoA-1 in Zellen aufzuheben. Sowohl die Mutagenese des
Bindungsmotiv als auch die ￿berexpression von kompetitiv wirkenden,
isolierten interagierenden Dom￿nen inhibiert die Interaktion in Zellen.4. Diskussion
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Die Hemmung der Interaktion f￿hrt zur Inhibition der Expression von
mindestens zwei STAT6-Zielgenen (Eotaxin-3 und 12/15-Lipoxygenase), die
eine Relevanz bei der Pathogenese von asthmatischen Erkrankungen haben.
Diese Ergebnisse machen deutlich, da￿ Signalwege nicht nur auf der Ebene
von Signaltransduktionskaskaden gehemmt werden k￿nnen, sondern da￿
auch die spezifischen Wechselwirkungen von Transkriptionsfaktoren und
Koaktivatoren einen potenziellen Angriffspunkt darstellen. Somit er￿ffnet sich
eine Vielfalt von neuartigen M￿glichkeiten f￿r die therapeutische Interferenz
von Signalwegen.
In dieser Arbeit wurden zwei weitere M￿glichkeiten aufgezeigt, um die STAT6-
NCoA-1-Interaktion zu blockieren, n￿mlich mithilfe von Antik￿rpern und
Peptiden. In einer fr￿heren Studie wurde beschrieben, da￿ die
kombinatorische Phage-Display-Technik eine Suche von spezifischen LXXLL-
Peptiden erm￿glicht (Chang et al., 1999; Hall et al., 2000). Hierf￿r wurde eine
Phagen-Bank verwendet, die f￿r LXXLL-Motive kodiert, bei denen die dem
Kern-Motiv benachbarten Aminos￿uren variabel sind. Mit dieser Methode
k￿nnten Peptide identifiziert werden, die die Interaktion von STAT6 und
NCoA-1 noch effizienter inhibieren k￿nnen. Gleichzeitig k￿nnen ￿ber negative
Selektion mit Ligandenbindungsdom￿nen der nukle￿ren Hormonrezeptoren
solche Peptide identifiziert werden, die keine Affinit￿t zu den nukle￿ren
Hormonrezeptoren haben.
Die Antik￿rper und Peptide k￿nnen ￿ber Mikroinjektion oder
Proteintransduktion in Zellen eingeschleust und der Effekt auf die
Transaktivierung von verschiedenen Zielgenen analysiert werden. Au￿erdem
k￿nnen anhand der Struktur von inhibitorischen Peptiden im Komplex mit dem
Koaktivator niedermolekulare Substanzen entwickelt werden, die die
Interaktion von STAT6 und NCoA-1 hemmen.
Bei dem beschriebenen Konzept, da￿ Signalwege durch Blockierung der
Interaktion von Transkriptionsfaktoren mit ihren Koaktivatoren inhibiert werden
k￿nnen, mu￿ bedacht werden, da￿ Koaktivatoren wie p300/CBP und NCoA-1
von verschiedenen Transkriptionsfaktoren, wie z. B. den nukle￿ren
Hormonrezeptoren rekrutiert werden. Eine komplette Inhibition der
Koaktivatoren ist daher nicht erw￿nscht, da sie z. B. im Falle von p300/CBP
zu einer embryonalen Lethalit￿t f￿hrt (Yao et al., 1998).4. Diskussion
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Das hier vorgestellte Konzept beruht darauf, da￿ ausschlie￿lich bestimmte
Interaktionen zwischen Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren gehemmt
werden. Es ist daher f￿r den Erfolg der in dieser Arbeit entworfenen Strategie
unbedingt erforderlich, da￿ lediglich die Funktion von NCoA-1 als Koaktivator
von STAT6 ausgeschaltet wird. Mit der zielgerichteten Blockierung des
LXXLL-Motivs von STAT6, die zu einer Inhibition der Interaktion von STAT6
und NCoA-1 f￿hrt, k￿nnte diesem Anspruch gen￿gegeleistet werden. Dies
wurde in zwei Experimenten deutlich: Ein Peptid, das spezifisch die
STAT6/NCoA-1-Interaktion hemmt, hat keinen Effekt auf die Interaktion von
NCoA-1 mit den nukle￿ren Hormonrezeptoren (Abb. 3-22C). Au￿erdem kann
ein NCoA-1-Fragment, das an das LXXLL-Motiv von STAT6 bindet, die
Funktion von STAT6 hemmen, wenn es in Zellen im ￿berschu￿ vorhanden
ist; es hat aber keinen Einflu￿ auf die Transaktivierung des
Retins￿urerezeptors (Abb. 3-15B und E).
In Zellkulturmodellen k￿nnen immer nur einzelne Zielgene untersucht werden.
Asthmatische Erkrankungen sind aber durch die Interaktionen von
verschiedenen Zelltypen gepr￿gt. Dieses Zusammenspiel l￿￿t sich in
verschiedenen Tiermodellen f￿r allergische Krankheiten studieren.
Um untersuchen zu k￿nnen, ob die Hemmung der STAT6/NCoA-1-Interaktion
einen positiven Effekt auf allergische Symptome im Tiermodell hat, m￿￿ten
inhibitorische Substanzen gefunden werden, die sich pharmakologisch
eignen. In dieser Arbeit wurde ein Bindungstest entwickelt, der die
Hochdurchsatz-Suche von solchen Substanzen erm￿glicht. Das Peptid 1
erwies sich als wirksamer Inhibitor in diesem Testsystem.
Neben der Therapie von asthmatischen Erkrankungen k￿nnte die Inhibition
der Funktion von STAT6 auch Anwendung in der Tumortherapie finden:
Hodkin-Lymphom-Zellen ben￿tigen eine endokrine IL-13-Stimulation f￿r das
Wachstum. Eine Inhibition des IL-13/STAT6-Signalweges in den Tumor-Zellen
k￿nnte daher eventuell die Proliferation der Hodkin-Lymphom-Zellen hemmen
(Skinnider et al., 2002). Au￿erdem wurde in neueren Studien gezeigt, da￿
STAT6 -/- M￿use im Vergleich zu Wildtyp-M￿usen eine verst￿rkte anti-Tumor-
Immunit￿t gegen verschiedene prim￿re und metastasierende Tumoren
aufweisen (Kacha et al., 2000; Ostrand-Rosenberg et al., 2000).4. Diskussion
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Diese Studien machen deutlich, da￿ eine Hemmung der Funktion von STAT6
in Immunzellen m￿glicherweise die Immunantwort von Tumorzellen
verbessern kann.
Diese Arbeit liefert die Basis f￿r die Entwicklung von neuartigen
inhibitorischen Molek￿len, die den IL-4/STAT6-Signalweg auf der Ebene der
transkriptionellen Initiation der Zielgene blockieren und m￿glicherweise als
Therapeutika f￿r asthmatische Erkrankungen und in der Tumortherapie zum
Einsatz gebracht werden k￿nnen.5. Zusammenfassung
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5. Zusammenfassung
STAT-Proteine sind latente Transkriptionsfaktoren, die durch Stimulation mit
Zytokinen aktiviert werden. STAT5 vermittelt beispielsweise die durch
Prolaktin-Stimulation induzierte Bildung von Milchproteinen w￿hrend der
Schwangerschaft. STAT6 wird durch die Zytokine IL-4 und IL-13 aktiviert, die
die humorale Immunabwehr regulieren. STAT-Proteine schalten die
Transkription ihrer Zielgene an, indem sie bestimmte Koaktivatorkomplexe,
die p300/CBP enthalten, an den Promotor rekrutieren.
In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der NCoA-Koaktivatorfamilie
(p160/SRC) f￿r die Transkriptionsaktivierung durch STAT5a, STAT5b und
STAT6 untersucht. In transienten Transfektionsexperimenten konnte gezeigt
werden, da￿ NCoA-1, jedoch nicht die beiden anderen Vertreter NCoA-2 und
NCoA-3, als essentieller Koaktivator dieser STAT-Proteine wirkt. Obwohl
NCoA-1 von den Transaktivierungsdom￿nen der drei STAT-Proteine
gleicherma￿en rekrutiert wird, wird die Bindung ￿ber verschiedene
Kontaktstellen vermittelt: STAT5 bildet einen Komplex mit NCoA-1 in Zellen,
wobei die Interaktion vermutlich durch sekund￿re Modifikationen in NCoA-1
reguliert ist. Dagegen bindet STAT6 direkt an die aminoterminale Region von
NCoA-1 in vitro und in vivo. Die Bindungsregion wurde auf einen Bereich von
AS 257-420 von NCoA-1 kartiert. Somit wurde eine neue Interaktionsdom￿ne
von NCoA-1 identifiziert. Die Rekrutierung von NCoA-1 wird durch ein LXXLL-
Motiv innerhalb der Interaktionsdom￿ne von STAT6 (AS 792-847) vermittelt,
das spezifisch f￿r STAT6 ist. Das LXXLL-Motiv ist essentiell f￿r die Funktion
von STAT6, z. B. bei der Expression des endogenen Zielgens Eotaxin-3. Die
STAT6/NCoA-1-Interaktion kann kompetitiv durch Peptide bzw. Polypeptide,
die von den interagierenden Dom￿nen abgeleitet wurden, und durch
spezifische Antik￿rper inhibiert werden. Diese Inhibitoren haben keinen Effekt
auf die Interaktion von nukle￿ren Hormonrezeptoren mit NCoA-1, die
ebenfalls durch LXXLL-Motive vermittelt wird. Die Blockierung der
STAT6/NCoA-1-Interaktion f￿hrt zu einer verminderten Expression des
endogenen STAT6-Zielgens Lipoxygenase.5. Zusammenfassung
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In dieser Arbeit wurde erstmals demonstriert, da￿ ￿ber die gezielte
Blockierung von Kontaktstellen zwischen Transkriptionsfaktoren und ihren
Koaktivatoren endogene Signalwege inhibiert werden k￿nnen. Somit ergeben
sich neuartige M￿glichkeiten f￿r die therapeutische Interferenz von
Signalwegen, z. B. bei asthmatischen Erkrankungen.6. Abk￿rzungsverzeichnis
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6. Abk￿rzungsverzeichnis
AD Aktivierungsdom￿ne
AK Antik￿rper
AS Aminos￿ure
BSA Rinderserumalbumin
CARM1 Cofactor associated arginine (R) methyltransferase 1
CBP CREB binding protein
CD Cluster of differentiation
cDNA Complementary DNA
C/EBP CAAT/enhancer binding protein
CFP Cyano fluorescent protein
CREB cAMP-responsive element binding protein
DBD DNA-Bindungsdom￿ne
DEPC Diethylpyrocarbonat
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleins￿ure
DTT Dithiotreithol
E.coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraacetat
(E) GFP (Enhanced) green fluorescent protein
ELISA Enzyme linked immunosorbend assay
EMSA Electromobility shift assay
FACS Fluorescence activated cell sorting
FCS F￿tales K￿lberserum
g relative Erdbeschleunigung
GAPDH Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase
GAS γ -interferon activated sites
GH Growth hormone
GL Germline
GR Glukokortikoid-Rezeptor
GST Gluthation S-Transferase
GTF Genereller Transkriptionsfaktor
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfons￿ure
IFN Interferon
Ig Immunglobulin
IL Interleukin6. Abk￿rzungsverzeichnis
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IP Immunpr￿zipitation
IPTG Isopropyl-beta-D-thiogalactosid
JAK Janus Kinase
Kb Kilobase
kDa Kilodalton
LB Luria broth
MHC Major histocompatibility complex
MLV Moloney murine leukemia virus
M Mol
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase
mRNA Messenger Ribonukleins￿ure
NTA-Nitrilotriessigs￿ure
NMR Nuclear magnetic resonance
NCoA Nuclear receptor coactivator
OD Optische Dichte
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphate buffered saline
PCR Polymerasekettenreaktion
PE Phycoerythrin
PRL Prolaktin
PRMT Protein arginine (R) methyltransferase
RE Response element
RNA Ribonukleins￿ure
RT Raumtemperatur
SDS Natrium Duodecylsulfat
SH2 SRC-Homology Domain 2
SRC-1 Steroid receptor coactivator 1
STAT Signal transducer and activator of transcription
Tac Synthetischer bakterieller Promotor aus Lac- und Tryptophan-Operon
TAD Transaktivierungsdom￿ne
TBP TATA binding protein
TBS Tris buffered saline
TEF Transcription enhancer factor
TEMED Tetramethylethylendiamin
TF Transkriptionsfaktor
UV Ultraviolett
WB Western-Blot
WCE Whole cell extract7. Literatur
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